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SAŽETAK 
Ugljovodonici nafte i poljoprivredni lignocelulozni otpad neke su od najčešćih 
zagađujućih supstanci u životnoj sredini, a zajednički im je složen hemijski sastav i 
prisustvo velikog broja aromatičnih jedinjenja koja ispoljavaju toksične efekte. Cilj ove 
disertacije bio je proučavanje razgradnje složenih smeša aromatičnih supstanci i to 
aromatične frakcija dizel goriva D2 (AFD) i komine grožđa koja nastaje u procesu 
proizvodnje vina. Za ispitivanje biodegradacije korišćena je sveobuhvatna 
dvodimenzionalna gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GCxGC-MS). 
Za razliku od konvencionalne gasne hromatografije, ovom tehnikom se sa većom 
rezolucijom razdvajaju analiti, pa je pogodnija za analizu složenih smeša. 
Prvi deo rada ispituje razgradnju AFD tokom 30 dana. Šest bakterijskih sojeva 
izolovanih iz zemljišta kontaminiranog naftom je okarakterisano i identifikovano. 
Ispitivanjem rasta na različitim izvorima ugljovodonika, u prisustvu teških metala i 
respirometrijskim testom pokazano je da sojevi Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodococcus 
sp. CHP-NR31 uspešno koriste AFD. U cilju lakše analize efikasnosti degradacije 
upotrebom GCxGC-(HR)TOFMS, razvijena je jednačina za vizuelizaciju isključivo 
degradovanih jedinjenja, umesto svih koja preostaju nakon degradacije. Pokazano je 
da nakon 30 dana soj CHP-ZH25 najefikasnije razgrađuje derivate dibenzotiofena 
(97,9 %), a soj CHP-NR31 derivate naftalena (75,8 %). 
U drugom delu eksperimenata, parom tretirana komina grožđa (PTK) je 
degradovana tokom 90 dana pomoću šest različitih čistih kultura gljiva. Tretman 
sojem U. Botrytis LPSC 813 doveo je do najvećeg gubitka mase PTK. Takođe, pH i 
sadržaj obojenih supstanci je bio značajno povećan. Na osnovu GCxGC-qMS analize, 
utvrđeno je da ovaj soj dovodi do najvećeg smanjenja količine monoaromatičnih 
jedinjenja. Pored toga, tretman PTK pomenutim sojem dovodi do najvećeg smanjenja 
fitotoksičnosti na semenu paradajza i zelene salate. 
Ključne reči: aromatična jedinjenja dizel goriva, aromatična jedinjenja komine 
grožđa, biodegradacija, sveobuhvatna dvodimenzionalna gasna hromatografija  
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Microbial degradation of complex aromatic mixtures and analysis of 
biodegradation products using comprehensive two- dimensional gas 
chromatography-mass spectrometry 
ABSTRACT 
Petroleum hydrocarbons and agricultural lignocellulosic waste are some of the 
most common environmental pollutants. They have a very complex structure and are 
composed of a large number of different aromatic compounds that have toxic effects. 
The aim of this dissertation was to study the degradation of complex aromatic 
mixtures, namely diesel fuel D2 aromatic fraction (AFD) and grape pomace obtained 
from the winemaking process. For the biodegradation analysis, comprehensive two-
dimensional gas chromatography-mass spectrometry was used (GCxGC-MS). 
Compared with conventional gas chromatography, this technique has a greater 
separation resolution, thus, it is more successful in the analysis of complex mixtures.      
The first part of this work examined the degradation of AFD for 30 days. Six 
bacterial strains, isolated from petroleum contaminated soil, were characterized and 
identified. Respirometric test, growth on different carbon sources and in the presence 
of heavy metals has shown that strains Oerskovia sp. CHP-ZH25 and Rhodococcus sp. 
CHP-NR31 could successfully grow on AFD. In order to facilitate the biodegradation 
analysis using GCxGC-(HR)TOFMS, a software equation was developed to allow the 
visualization of degraded compounds only, instead of all the ones that remain after 
biodegradation. It was shown that, after 30 days, strain CHP-ZH25 degraded 
dibenzothiophene derivatives most efficiently (97.9 %), and strain CHP-NR31 
naphtalene derivatives (75.8 %).  
In the second part, steam treated grape pomace (PTK) was degraded for 90 
days using six different fungal strains. Treatment with strain U. Botrytis LPSC 813 
resulted in the highest mass loss of PTK. Additionally, pH and level of colored 
substances were elevated significantly. Analysis using GCxGC-qMS showed a decrease 
of monoaromatic compounds content. This strain caused the highest reduction of PTK 
toxicity toward tomato and lettuce seeds. 
Keywords: diesel fuel aromatic compounds, grape pomace aromatic compounds, 
biodegradation, comprehensive two-dimensional gas chromatography 
Scientific field: Chemistry 
Scientific subfield: Biochemistry 
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Usled ubrzanog razvoja ekonomije i društva, problemi u životnoj sredini su u 
porastu. Povećana potrošnja fosilnih goriva, ispuštanje hemikalija, čvrstog i tečnog 
otpada u vodotokove i odlaganje na deponijama dovodi do zagađenja zemljišta, vode i 
vazduha, što ima negativne posledice po životnu sredinu i zdravlje ljudi. Zagađenje 
ugljovodonicima, pesticidima, teškim metalima, plastikom, farmaceutskim i 
kozmetičkim proizvodima, povećana emisija gasova staklene bašte, nagomilavanje 
poljoprivrednog otpada samo su neki od problema sa kojima se svet svakodnevno 
susreće. Zagađenje životne sredine ugljovodonicima poreklom iz nafte i njenih 
derivata je kontinualno s obzirom na to da se oni svakodnevno upotrebljavaju. 
Policiklični aromatični i heterociklični ugljovodonici predstavljaju posebnu opasnost 
jer imaju toksična, karcinogena i mutagena svojstva. Sa druge strane, povećana 
poljoprivredna proizvodnja dovodi do stvaranja ogromnih količina lignoceluloznog 
otpada koji ima fitotoksično dejstvo i može da naruši kvalitet zemljišta. 
Mikroorganizmi i njihove mnogobrojne metaboličke aktivnosti nude rešenje za 
većinu izazova sa kojima se čovečanstvo susreće. Bioremedijacija je metoda koja 
koristi mikrobne metaboličke putanje za razgradnju organskih zagađujućih supstanci 
u cilju eliminacije zagađenja životne sredine i već dugo je prepoznata kao ekonomski 
isplativa, ekološka i pouzdana. Kako bi se procesi bioremedijacije unapredili, važno je 
usmeriti istraživanja u identifikaciju novih sojeva i metaboličkih putanja, koji će 
doprineti povećanju efikasnosti razgradnje postojećih zagađujućih supstanci i ubrzati 
formiranje metoda za sanaciju zagađenja nastalih kao posledica novih, emergentnih 
supstanci. 
Veliki procenat zagađenja životne sredine nije posledica prisustva samo jedne 
zagađujuće supstance već izrazito složenih smeša. U ovim slučajevima, neophodno je 
poznavanje hemijskog sastava smeše, kao i razumevanje svih promena u hemijskom 
sastavu do koji dolazi dejstvom mikroorganizama. Sveobuhvatna dvodimenzionalna 
gasna hromatografija se sve više koristi za detaljno ispitivanje sastava složenih smeša, 
zbog znatno boljeg razdvajanja i kapaciteta pikova u odnosnu na klasičnu metodu 
gasne hromatografije. Primena ove metode za analizu procesa bioremedijacije bi 




mnogostruko poboljšala razumevanje svih procesa koji se odvijaju tokom 
mikrobiološke razgradnje zagađujućih supstanci. Dobijeni podaci omogućili bi 
stvaranje efikasnijih metoda za tretman složenih smeša zagađujućih supstanci, kako bi 
se umanjili negativni efekti koje izazivaju.   
Cilj ovog rada bio je da se ispita mogućnost mikrobne degradacije aromatične 
frakcije dizela i komine grožđa, odnosno različitih složenih smeša aromatičnih 
jedinjenja koja mogu da dovedu do zagađenja životne sredine, takođe i primeniti 
sveobuhvatnu dvodimenzionalnu gasnu hromatografiju, kao novu tehniku za analizu 
biodegradacionog procesa. Kako bi cilj rada bio ostvaren, formulisani su sledeći 
zadaci: 
 Biohemijska, mikrobiološka i molekularna karakterizacija i 
identifikacija mikroorganizama koji degraduju aromatičnu frakciju 
dizela; 
 Ispitivanje degradacije aromatične frakcije dizel goriva; 
 Softverska analiza pojedinačnih biodegradiranih klasa aromatičnih 
jedinjenja, uz razvijanje i primenu jednačine za vizuelizaciju 
biodegradiranih jedinjenja; 
 Ispitivanje degradacije komine grožđa izabranim kulturama gljiva; 
 Uporedna softverska analiza biodegradacije komine grožđa; 





















2. Pregled literature 
 




2.1. Mikroorganizmi u zaštiti životne sredine 
Mikroorganizmi su najzastupljeniji oblik života u biosferi. Esencijalni su za 
funkcionisanje ekosistema zbog raznovrsnosti metaboličkih procesa koje mogu da 
obavljaju. Njihova uloga je neophodna u procesima kruženja hranljivih supstanci, 
razgradnje organske supstance, recikliranja biološkog materijala i otpada, 
proizvodnji i potrošnji gasova staklene bašte. Zbog toga ne čudi da se upravo 
mikroorganizmi smatraju idealnim rešenjem za različite probleme u životnoj 
sredini koji su rezultat ubrzanog razvoja ekonomije i društva, kao i intenzivne 
poljoprivrede. Međutim, iako je poznato da mikroorganizmi mogu da razgrađuju 
brojna organska jedinjenja, pomenuti procesi nisu uvek brzi, pa ukoliko je 
produkcija i oslobađanje zagađujućih supstanci u životnu sredinu brže od 
sposobnosti mikroorganizama da ih razgrade, dolazi do akumulacije ovih 
jedinjenja i zagađenja životne sredine (1–3).  
Trenutno najveći izazovi u životnoj sredini su zagađenje okeana plastikom, 
povećana emisija ugljen-dioksida i drugih gasova koji doprinose efektu staklene 
bašte, zagađenje supstancama koje ometaju rad endokrinog sistema (određene 
supstance iz grupa bisfenola, alkilfenola, polihlorovanih bifenila, ftalata, 
polibromovanih difenil etara, perfluorooktanska kiselina) i farmaceutski proizvodi 
(antibiotici, hormoni, lekovi). Zagađenje životne sredine naftnim ugljovodonicima, 
iako prisutno već dugi niz godina, i dalje je jedno od najčešćih zagađenja životne 
sredine do kog dolazi usled prekomerne potrošnje naftnih derivata (4–6). 
Savremena poljoprivreda je još jedan izvor zagađenja životne sredine. 
Pesticidi koji se koriste mogu negativno da utiču na zdravlje ljudi, životinja, a 
posebno polinatora, što značajno narušava funkcionisanje ekosistema. Takođe, 
upotreba azotnih i fosfornih đubriva izaziva luženje ovih elemenata u obližnje 
vodotokove što dovodi do eutrofikacije. Dodatno, intenziviranjem poljoprivredne 
proizvodnje, stvaraju se ogromne količine lignoceluloznog otpada koji se spaljuje 
ili nagomilava na deponijama (6,7). 
Kako bi se prevazišla ograničenja mikroorganizama u degradaciji 
zagađujućih supstanci, neophodno je dobro poznavati njihove degradacione 
sposobnosti i osmisliti strategije zapovećanje njihove efikasnosti. Takođe, dobrim 




poznavanjem metaboličkih putanja mikroorganizama omogućava se brzo 
pronalaženje strategije za tretman novih zagađujućih supstanci koje se tek 
pojavljuju u životnoj sredini (5,6).  
 
2.2. Ugljovodonici 
Ugljovodonici su organska jedinjenja izgrađena od atoma ugljenika i 
vodonika. Neki derivati ugljovodonika sadrže u manjoj meri i kiseonik, azot i 
sumpor. Iako postoji mnoštvo jedinjenja koja pripadaju ovoj klasi, a imaju različite 
fizičko-hemijske osobine, mogu da se svrstaju u dve grupe: alifatične i aromatične 
ugljovodonike. Alifatični ugljovodonici mogu biti zasićeni ili nezasićeni i ovu grupu 
čine alkani, alkeni i cikloalkani. Aromatični ugljovodonici (areni) sadrže jedan ili 
više benzenovih prstenova i ovoj grupi pripadaju monociklični (benzen), biciklični 
(naftalena, bifenila) i policiklični aromatični ugljovodonici (hrizen, fenantren, 
pirena). Heterocikli azota, sumpora i kiseonika su jedinjenja koja sadrže azot, 
sumpor ili kiseonik u petočlanom ili šestočlanom prstenu (8–10). 
Do zagađenja životne sredine ugljovodonicima dovodi upotreba fosilnih 
goriva, odnosno sirove nafte i njenih derivata kao što su bitumen, benzin, kerozin, 
motorno ulje, mašinsko ulje i dizel. Derivati se znatno razlikuju po svom sastavu, a 
od sastava zavisi dalje rasprostiranje ovih jedinjenja u životnoj sredini, njihova 
biodostupnost i toksičnost (4,8,9).  
Ukoliko dođe do izlivanja nafte i njenih derivata, važno je poznavati 
ponašanje ugljovodonika u životnoj sredini, kako bi se obezbedilo pravilno 
upravljanje zagađenjem. Takođe, u zavisnosti od distribucije ugljovodonika 
zavisiće i biodostupnost. Biodostupnost predstavlja meru u kojoj zagađujuća 
supstanca iz životne sredine može da uđe u neki organizam. Ona pokazuje stepen u 
kom je zagađujuća supstanca dostupna za transformaciju biološkim procesima, 
odnosno predstavlja deo zagađujuće supstance u životnoj sredini koji neki 
organizam može da koristi ili transformiše (11).  
Nakon dospevanja u vodenu sredinu, niskomolekulski ugljovodonici plutaju 
po površini, pri čemu se formira tanak film, dok se teže frakcije akumuliraju u 




sedimentu (11). Kada se nađu u zemljištu, dolazi do razdvajanja jedinjenja iz smeše 
na osnovu fizičko-hemijskih osobina i migracije kroz zemljište do izjednačavanja 
pritiska, kapilarnih sila i gravitacije. U zemljištu mogu da se definišu dve frakcije 
ugljovodonika. Prva frakcija se reverzibilno vezuje za čestice zemljišta, lako se 
desorbuje i zatim difunduje do vodene faze, odnosno podzemnih voda. Druga 
frakcija ostaje ireverzibilno adsorbovana na česticama zemljišta i smatra se 
netoksičnom i slabo degradabilnom pošto nije lako biodostupna. Pripadnost 
jedinjenja prvoj ili drugoj frakciji ugljovodonika zavisi od njihovih fizičko-
hemijskih osobina, prvenstveno od polarnosti, odnosno oktanol-voda particionog 
koeficijenta, ali i karakteristika zemljišta. Polarnija jedinjenja su mobilnija i lakše 
dospevaju do podzemnih voda, dok jako hidrofobna interaguju sa česticama 
zemljišta i sedimenta. Takođe, ukoliko je zemljište bogato organskim ugljenikom, 
kao što su huminske kiseline koje sadrže aromatične prstenove sa fenolnim i 
karboksilnim površinskim grupama, peptidima i šećerima za koje se vezuju 
ugljovodonici, veća je interakcija ugljovodonika sa česticama zemljišta. Usled 
sorpcije zagađujućih supstanci (adsorpcije i apsorpcije) dolazi do frakcionisanja 
zagađujućih supstanci između vodene faze i organskog matriksa. Za razliku od 
niskomolekulskih ugljovodonika koji su mobilniji, jedinjenja koja u visokom 
stepenu interaguju sa česticama zemljišta ili sedimenta nisu lako biodostupna 
(11,12).   





Slika 2. 1. Kretanje ugljovodonika u životnoj sredini (13) 
 
Na ugljovodonike prisutne u životnoj sredini utiču različiti abiotički i 
biotički faktori, usled čega dolazi do prirodne atenuacije, odnosno do smanjenja 
mobilnosti, mase, toksičnosti ili koncentracije ugljovodonika u životnoj sredini. 
Isparavanje je jedan od abiotičkih faktora, koje dovodi do brzog uklanjanja lako 
isparljivih ugljovodonika (propan, butan) iz zemljišta i vode. Fotolitička 
degradacija je zaslužna za uklanjanje dela aromatičnih ugljovodonika, pošto nakon 
apsorpcije svetlosne energije, policiklični aromatični ugljovodonici (eng. polycyclic 
aromatic hydrocarbons, PAH) prelaze u ekscitovani oblik što olakšava njihovu 
degradaciju. Međutim, ovaj proces je ograničen samo na površinski sloj 
kontaminiranog zemljišta ili vode koji je izložen svetlosti. Što se tiče biotičkih 
procesa, mikrobiološka degradacija se smatra primarnim mehanizmom za 
eliminaciju ugljovodonika iz životne sredine. U ovom procesu mikroorganizmi 
koriste zagađujuće supstance kao izvor ugljenika i energije. Svim pomenutim 
procesima dolazi do promene distribucije i smanjenja koncentracije ugljovodonika 
na kontaminiranim lokacijama. Međutim, sva jedinjenja koja preostanu nakon 
abiotičkih i biotičkih procesa su izrazito otporna na degradaciju. Zagađujuće 
supstance koje se zadržavaju u životnoj sredini, najčešće su fizički zarobljene ili 




adsorbovane/apsorbovane u zemljištu i zajedno formiraju rezidualnu fazu koja 
predstavlja kontinuirani izvor zagađujuće supstance u zemljištu ili podzemnoj 
vodi. Stoga, kada se razmatraju opcije za sanaciju zagađenja, posebna pažnja se 
mora obratiti na ove rezervoare dugotrajnih zagađujućih supstanci (11,14). 
Na toksičnost ugljovodonika utiče njihova koncentracija, kao i struktura, 
odnosno frakcija kojoj pripadaju. Dizel gorivo sadrži približno 75 % zasićenih 
ugljovodonika i 25 % aromatičnih jedinjenja. Aromatična frakcija se uglavnom 
sastoji iz naftalena i alkil-benzena, ali može da sadrži i do 11 % (w/w) PAH 
jedinjenja. Ispuštanjem dizela, u životnu sredinu dospevaju alkani, monociklična i 
policiklična aromatična jedinjenja.  Prisustvo aromatičnih i heterocikličnih 
jedinjenja predstavlja posebnu opasnost, zato što ova jedinjenja pripadaju grupi 
koja često ispoljava karcinogena, mutagena i toksična svojstva u životnoj sredini. 
Osim toga, aromatična jedinjenja su izrazito lipofilna i teško se degraduju, a neka 
od njih pripadaju grupi dugotrajnih organskih zagađujućih supstanci (4,10,13). 
Zbog biodostupnosti, niskomolekulski ugljovodonici (monociklični i biciklični), za 
razliku od visokomolekulskih, ispoljavaju izraženu akutnu toksičnost. 
Visokomolekulski ugljovodonici (tri ili više aromatična prstena) su slabo 
biodostupni, pa kao takvi nisu veoma toksični, ali su propisane njihove maksimalne 
koncentracije u životnoj sredini usled mutagenog i karcinogenog efekta koji 
ispoljavaju. Međutim, pod uticajem biotičkih i abiotičkih faktora može da dođe do 
promena u toksičnosti. Niskomolekulski ugljovodonici se lakše razgrađuju i 
transformišu, što može smanjiti njihov negativan efekat, dok biodostupnost 
visokomolekulskih ugljovodonika može da se poveća dejstvom enzima ili 
biosurfaktanata koje proizvode mikroorganizmi. Takođe, u procesima 
transformacije ugljovodonika mogu da nastanu intermedijeri koji pokazuju veću 
toksičnost. U ovakvim slučajevima, toksičnost će zavisiti od koncentracije, pošto 
mikroorganizmi koji razgrađuju ugljovodonike u prisustvu visokih koncentracija 








2.2.1. Mikrobna degradacija aromatičnih ugljovodonika 
Mikroorganizmi  prisutni u životnoj sredini koji imaju sposobnost da 
razgrađuju ugljovodonike su bakterije, gljive i alge (15).  
Tokom godina identifikovano je mnoštvo bakterija koje mogu da degraduju 
različite ugljovodonike, a neke od njih su pripadnici rodova Rhodococcus, 
Mycobacterium, Pseudomonas, Acinetobacter. Iako sve one koriste različite 
metaboličke putanje za degradaciju, mogu se izdvojiti dva glavna načina: aerobni i 
anaerobni (16). 
 Mehanizmi aerobne degradacije su dobro poznati, jer se istražuju duži 
vremenski period. U aerobnim uslovima, kiseonik je terminalni akceptor elektrona, 
ali se koristi i u početnim reakcijama za aktivaciju aromatičnih jedinjenja. Atomi 
kiseonika se inkorporiraju u aromatična jedinjenja dejstvom mono- i dioksigenaza, 
čime se destabilizuje njihova rezonantna struktura i omogućava raskidanje 
prstena. Nakon raskidanja prstena formiraju se intermedijeri kao što je katehol, 
koji se dalje koriste u ciklusu trikarbonskih kiselina. Primer aerobne degradacije 
fenantrena prikazan je na slici 2.2 (13,16). 





Slika 2. 2. Aerobna degradacija fenantrena. U zagradama su prikazani prelazni intermedijeri. 
Pune strelice označavaju proces mineralizacije, prazne nastanak krajnjih proizvoda, a 
isprekidane označavaju više koraka. I- fenantren, II- cis-1,2-fenantrendihidrodiol, III- 1,2-
dihidroksi-fenantren, IV- 5,6- benzokumarin, V- cis-2-okso-4-(20-hidroksinaftil)-but-3-
enska kiselina, VI- 2-hidroksi-1-naftenska kiselina, VII- trans-2,3-diokso-5-(20-
hidroksifenil)-pent-4-enska kiselina, VIII-2,3-diokso-5-hidroksi-5-(20-hidroksifenil)-
pentanska kiselina, IX- salicilaldehid, X-salicilna kiselina, XI- katehol, XII- 2,-hidroksi-
mukonaldehid (16) 
Anaerobna degradacija se odvija potpuno drugačijim mehanizmom. Četiri 
reakcije su ključne u ovom procesu: adicija fumarata, metilacija nesupstituisanih 
aromata, hidroksilacija alkil supstituenta i direktna karboksilacija. Na ovaj način se 
aromatični prsten aktivira, pa se jedinjenja dalje konvertuju do centralnog 
intermedijera benzoil-koenzim A, koji se dalje kompletno oksiduje ili inkorporira u 
biomasu (13). 
Brojni mikroorganizmi kao što su Rhodococcus sp, Mycobacterium sp i 
Pseudomans sp. mogu da degraduju i heterociklična aromatična jedinjenja kao što 
je dibenzotiofen (DBT). Do degradacije može doći usled raskidanja C-C veze 




(Kodama metabolički put) ili oslobađanja atoma sumpora (4S metabolički put). 
Kodama metabolički put obuhvata tri glavna koraka: hidroksilacije, raskidanja 
prstena i hidrolize usled čega nastaje 3-hidroksi-2-formil benzotiofen (HFBT). 
Neke bakterijske kulture mogu dalje da razgrade HFBT do benzotiofen-2,3-diona. U 
4S metaboličkoj putanji DBT se konvertuje u sulfoksid, potom sulfon i sulfinat pri 
čemu nastaje hidroksibifenil i oslobađa se sulfit ili sulfat. Hidroksibifenil je 
toksičan i može da inhibira rast nekih mikroorganizma, međutim pokazano je da 
neki sojevi roda Mycobacterium mogu da konvertuju hidroksibifenil u 2-
metoksibifenil. Oba puta degradacije prakazana su na slici 2.3 (10,17). 
 
Slika 2. 3. A) 4S i B) Kodama metabolički put degradacije dibenzotiofena. I-DBT, II- 
dibenzotiofen sulfon, III- 2-hidroksibifenil, IV-2-metoksi-bifenil, V-1,2-
dihidroksidibenzotiofen, VI-4-[2-(3-hidroksi)-tionaftenil]-2-okso-3-butenska kiselina, VII- 
3-hidroksi-2-formilbenzotiofen (10) 
Gljive mogu da degraduju aromatične ugljovodonike zahvaljujući brojnim 
ekstracelularnim enzimskim kompleksima i sistemu hifa pomoću kojih kolonizuju 
različite susptrate. Međutim, degradacija PAH jedinjenja gljivama nije potpuna, već 
se oni posredstvom fungalnih enzima transformišu i postaju polarniji i 
biodostupniji. Postoje dve grupe gljiva koje mogu da degraduju PAH-ove: 
lignolitičke i ne-lignolitičke. Lignolitičke gljive koriste lignin-peroksidaze, mangan-
peroksidaze i lakaze, koje učestvuju u degradaciju lignoceluloze za kometaboličku 




degradaciju PAH jedinjenja i heterocikličnih aromatičnih jedinjenja sumpora. Ne-
lignolitičke gljive koriste oksidativni put koji uključuje citohrom P450 
monooksigenazu (10,15,16).  
Pokazano je da degradaciju PAH jedinjenja u vodenoj sredini mogu da 
izazovu i različite cijanobakterije i alge. Mehanizmi degradacije još uvek nisu 
detaljno poznati, ali se pretpostavlja da koriste slične mehanizme kao i gljive 
(15,16). 
Vrlo često jedan mikroorganizam nema sve neophodne enzime potrebne za 
potpunu mineralizaciju neke zagađujuće supstance. U takvim slučajevima do 
degradacije dolazi dejstvom konzorcijuma mikroorganzima, gde svaki 
mikroorganizam ponaosob ima neke od enzima neophodnih za degradaciju, pri 
čemu nastaju intermedijeri koje mogu da koriste ostali članovi konzorcijuma (16).  
2.2.2. Bioremedijacija 
Procesi prirodne atenuacije (abiotički i biotički) su izrazito spori i nisu uvek 
efikasni u otklanjanju zagađujućih supstanci. Zbog toga je potrebno pronaći 
adekvatno rešenje za sanaciju životne sredine, ukoliko dođe do zagađenja. Postoji 
nekoliko opcija za tretman kontaminirane životne sredine fizičkim, hemijskim i 
biološkim metodama.  Postojeće fizičko hemijske metode (spaljivanje, UV 
oksidacija, ekstrakcija rastvaračima) imaju brojne mane, kao što su mala efikasnost 
i visoki troškovi, pri čemu ne dolazi do potpunog uklanjanja zagađujuće supstance, 
već samo do njihove transformacije iz jednog oblika u drugi. 
 Bioremedijacija koristi mikroorganizme da konvertuje opasne zagađujuće 
supstance u bezopasne proizvode, ili da ih potpuno mineralizuje do ugljen-
dioksida i vode. U odnosu na fizičko-hemijske metode, bioremedijacija se smatra 
ekološkom, bezbednom i održivom tehnikom, koja može u potpunosti da ukloni 
zagađujuće supstance. Kako bi se prirodni procesi degradacije ubrzali i učinili 
efikasnijim, koriste se različite strategije bioremedijacije, kao što su bioventilacija, 
biostimulacija i bioaugmentacija (13,16). 
Bioventilacija podrazumeva dodatak kiseonika, kako bi se pospešio rast 
aerobnih mikroorganizama. Biostimulacija uključuje podešavanje različitih faktora 
u životnoj sredini koji ograničavaju brzinu degradacije zagađujuće supstance. Radi 




ubrzavanja degradacije dodaju se hranljive supstance, biosurfaktanti i biopolimeri 
(18). 
U procesima bioaugmentacije dodaju se spoljni izvori mikroorganizama već 
prisutnim mikrobima u kontaminiranoj sredini. Najčešće se koriste 
mikroorganizmi koji su već prisutni u kontaminiranoj sredini, pošto su već 
adaptirani na život u prisustvu zagađujućih supstanci. Proces se sastoji od 
izolovanja mikroorganizama iz kontaminirane sredine i njihovog umnožavanja, 
nakon čega se upotrebljavaju za degradacije (18). 
Kako bi procesi bioremedijacije bili uspešni i da bi se obezbedio maksimalni 
procenat degradacije, koriste se različiti konzorcijumi mikroorganizama i do sada 
je opisan njihov veliki broj. Međutim, kako bi se osigurao uspeh bioremedijacionog 
procesa, važno je identifikovati nove zimogene zajednice i sojeve koji će efikasnije 
sanirati zagađene lokalitete (19).  
2.3. Komina grožđa 
Grožđe je voće čija je proizvodnja najrasprostranjenija na svetu, a godišnje 
se proizvede više od 74 miliona tona, od čega skoro 35 % u Evropi, a 0,22 % u 
Srbiji (20). Najveći deo (75 %)  koristi se u proizvodnji vina (21,22). U svetu 
godišnja produkcija vina dostiže skoro 25 milijardi litara, od čega se preko 60 % 
proizvodi u Evropi, a 0,4 % u Srbiji (23). 
Komina je otpadni materijal koji nastaje u proizvodnji vina nakon 
presovanja kljuka, a čini do 20 % originalne količine grožđa. Generalno, predstavlja 
lignocelulozni otpad koga čine ostaci kožice, semenki i pulpe grožđa (21,24). 
Brojna su istraživanja koja ispituju konverziju komine grožđa u industrijski vredne 
proizvode, što je u skladu sa evropskom i domaćom regulativom o cirkularnoj 
ekonomiji i održivom razvoju (24). 
2.3.1. Sastav komine 
Tačan sastav komine zavisi od klimatskih uslova, sorte grožđa i načina 
gajenja, ali i od vrste vina koje se proizvodi, odnosno u kom trenutku postupka 
dolazi do presovanja kljuka (slika 2.4), pre (belo vino) ili nakon fermentacije  (crno 
vino)(25,26).  






Slika 2. 4. Razlike u proizvodnji belog i crnog vina (27) 
Tokom početne faze proizvodnje vina, grožđe se mulja i presuje, pri čemu se 
ne menja značajno njegov hemijski sastav, što se odražava i na kominu. 
Fermentacija kod proizvodnje crnog vina je jedini proces koji može da izmeni 
sastav komine, ali ni to ne dovodi do velikih hemijskih promena (25).  
U zavisnosti od intenziteta presovanja, komina može da  sadrži između 55 
% i 75 % vode. Tako visok sadržaj vode može da izazove mikrobnu i enzimsku 
degradaciju komine, što ograničava njenu dalju upotrebu (22). Dijetetska vlakna su 
najzastupljenija komponenta u komini (43-75 %), a izgrađena su od polisaharida 
ćelijskog zida (pektin, hemiceluloza i celuloza) i lignina, mada su u ovoj frakciji 
prisutni i tanini i proteini (22,28). Sadržaj proteina varira između 6-15 % od suve 
supstance, a aminokiselinski profil je sličan žitaricama. Komina je bogata 




glutaminskom i asparaginskom kiselinom, a u manjoj količini su prisutni triptofan i 
aminokiseline koje sadrže sumpor. Lipidi potiču iz semenki grožđa, a njihov 
sadržaj je u opsegu od 14-17 %. Lipidi su bogati polinezasićenim i 
mononezasićenim masnim kiselinama, a dominantne masne kiseline su linoleinska, 
oleinska i palmitinska (22).  
 U zavisnosti od toga da li je komina dobijena pre ili nakon fermentacije 
grožđa, najveća varijacija u sastavu zavisi od zastupljenosti ukupnih rastvornih 
šećera. Kod komine koja nastaje u proizvodnji belog vina sadržaj rastvornih šećera 
iznosi 78,1 %, a crnog 26,0 %. Ova razlika je očekivana pošto se pri proizvodnji 
crnog vina šećeri troše fermentacijom, nakon čega se odvaja komina, dok je kod 
belog vina proces suprotan (25).  
 Komina je bogata fenolima, ali vrsta i sadržaj zavisi od sorte grožđa od koje 
nastaje. Fenoli prisutni u grožđu i vinu se klasifikuju u tri glavne grupe: fenolne 
kiseline (uglavnom benzoeva i hidroksi-cinaminska), prosti flavonoidi (katehini, 
flavonoli i antocijanini) i tanini i proantocijanidini (29,30). Većina ovih jedinjenja je 
identifikovana i u komini, a najzastupljeniji su: antocijanini, hidroksi-benzoeva i 
hidroksi-cinaminska kiselina, flavan-3-oli, flavonoli i stilbeni (30). 
2.3.2. Primena komine grožđa 
 Nepropisno odlaganje komine grožđa može da izazove ozbiljnje posledice 
po životnu sredinu i zdravlje ljudi. Zbog velikog sadržaja vode, podložna je 
kvarenju i odličan je supstrat za razvoj patogenih mikroorganizama. Rast gljiva 
roda Aspergilus može da izazove stvaranje buđi i ohrotoksina A (22,31). Takođe, 
fenoli koji su prisutni u visokim koncentracijama snižavaju pH zemljišta i 
povećavaju rezistenciju komine ka degradaciji (26). Fenoli imaju i fitotoksično 
dejstvo, a njihov uticaj na životinje i ljude zavisi od koncentracije. Oni pokazuju 
antioksidativna svojstva, ali u visokim koncentracijama mogu da imaju i 
kancerogeno dejstvo. Pošto su količine komine koje se nakon berbe grožđa odlažu 
na deponije velike, luženje bioaktivnih jedinjenja u podzemne vode i potoke može 
da izazove ozbiljne dugoročne posledice po životnu sredinu (29). Na Novom 
Zelandu, nakon berbe 2016. godine, komina, koja je trebalo da se iskoristi u 




proizvodnji stočne hrane, nepropisno je uskladištena, pa je došlo do velikog 
zagađenja vodotokova nizvodno od mesta odlaganja (32). 
Zbog sve veće produkcije vina i stvaranja većih količina komine, kao i 
implementaciji tehnologija koje su u skladu sa ciljevima održivog razvoja, nastale 
su brojne ideje o iskorišćenju komine, odnosno njenoj revalorizaciji (26). Ideja o 
revalorizaciji komine nije nova. Ona se odavno koristi za dobijanje ‚‚drugog vina’’ 
ponovnom fermentacijom ili se destiluje pri čemu nastaje rakija komovica. 
Nažalost, i nakon ovoga ostaju velike količine otpadnog materijala, ‚‚džibre’’ (33).  
Ekstrakcijom komine mogu da se dobiju različiti industrijski važni 
proizvodi: ulje od semenki grožđa, enocijanin koji se koristi kao boja u 
prehrambenoj industriji i vinska kiselina koja se dodaje prehrambenim 
proizvodima kao antioksidans, regulator kiselosti i konzervans (22). Polifenoli 
prisutni u komini imaju antioksidativno, anti-inflamatorno, antimikrobno i 
antitumorsko dejstvo, pa su razvijene različite metode za njihovu ekstrakciju kako 
bi se primenjivali u kozmetičkoj i farmaceutskoj industriji (21,22). Pošto je bogata 
vlaknima i fenolima može da se koristi kao suplement u ishrani ili za fortifikaciju 
namirnica (25). Koristi se i kao supstrat za proizvodnju gljiva za ishranu ljudi, ili za 
dobijanje enzima (24).  
Veliki sadržaj lignoceluloze u komini čini je odličnim supstratom za 
proizvodnju druge generacije biogoriva. Ugljene hidrate iz lignoceluloze je 
potrebno konvertovati u prostije šećere, koji se potom koriste u fermentaciji za 
dobijanje bioetanola, metana i vodonika (28).  
Pošto ima optimalan odnos ugljenika i azota neophodan za kompostiranje, 
velika količina komine se koristi za stvaranje komposta. Međutim, iako se na ovaj 
način povećava sadržaj azota u zemljištu, potrebno je pored komine koristiti i 
druga đubriva kako bi se obezbedili dodatni izvori fosfora, kalijuma i magnezijuma, 
kojih nema u dovoljnim količinama.  Takođe, zbog velikog sadržaja polifenola, 
komina može da ima fitotoksičan i antimikrobni efekat, što otežava njenu upotrebu 
u kompostiranju. Zbog toga je ekonomičnije kominu iskoristiti na neki drugi način 
(25,28). 




Zbog velike količine dijetetskih vlakana, posebno glikana, celuloze i pektina, 
komina može da se koristi kao aditiv u stočnoj hrani. Pokazano je da korišćenje 
komine u stočnoj hrani krava i svinja povećava sadržaj polinezasićenih masnih 
kiselina, kao i da ima blagotvorno dejstvo na zdravlje životinja (21,30). Zbog 
antimikrobnog dejstva fenola, smatra se da upotreba komine u stočnoj hrani može 
da doprinese smanjenju potrebe za korišćenjem antibiotika. (34). Međutim, 
svarljivost komine je izuzetno niska zbog prisustva velike količine lignina, koji 
inhibira celulolitičke i proteolitičke enzime kao i rast bakterija rumena (30).  
2.3.3. Biohemijska konverzija lignoceluloznog materijala 
Komina, kao i druga biljna biomasa, ima složenu strukturu koja se sastoji iz 
celuloze i hemiceluloze okružene ligninom, zbog čega je ovakvu biomasu veoma 
teško degradovati (35). Osim toga, većina bioaktivnih jedinjenja koja su prisutna u 
komini nalaze se u konjugovanom obliku sa šećerima, što smanjuje njihovu 
biodostupnost (36). Iz tog razloga, da bi se komina uspešno revalorizovala, 
neophodan je pretretman biomase. Metode za pretreman mogu biti fizičke, 
hemijske ili biološke, a najčešće se koriste u kombinaciji (37).  
Termohemijska konverzija podrazumeva direktno sagorevanje, pirolizu, 
gasifikaciju i likvefakciju. Energija koja se nalazi u biomasi se oslobađa direktno 
kao toplota ili struja, ili može da se pretvori u čvrsta ili tečna goriva (38).  
Biohemijska konverzija podrazumeva fizički ili hemijski pretretman u vidu 
toplote, mikrotalasa, ultrazvuka, nakon čega sledi enzimski ili tretman 
mikrorganizmima (38). Različiti mikroorganizmi kao što su askomicete, 
bazidiomicete i bakterije imaju mogućnost degradacije lignoceluloze, pri čemu su 
gljive bele i braon truleži koje pripadaju bazidiomicetama najefikasnije (39).  
Smatra se da su gljive bele truleži jedini mikroorganizmi sposobni da 
kompletno mineralizuju lignin. One izlučuju lakaze, mangan-peroksidaze, lignin-
peroksidaze i druge peroksidaze (peroksidaze koje obezbojavaju boje) koje 
omogućavaju depolimerizaciju lignina (slika 2.5). Međutim, smatra se da su ovi 
enzimi suviše veliki i ne mogu da prođu kroz lignocelulozni matriks kako bi 
degradovali lignin. Pored njih, postoje i pomoćni enzimi (kinon-reduktaze, aril-




alkohol dehidrogenaze, celobioza-dehidrogenaze, aril-alkohol-oksidaze i glioksal-
oksidaze), koji pomažu stvaranje radikala i time olakšavaju depolimerizaciju 
lignina. Fentonova reakcija je neenzimski mehanizam koji stvaranjem radikala 
takođe olakšava degradaciju lignina (40). Osim lignina, gljive bele truleži, kao što je 
Phanerochaete chrysosporium, mogu da degraduju hemicelulozu iz lignoceluloznog 
matriksa pomoću ksilanaza i esteraza, čime se raskida veza između polisaharida i 
lignina. Na ovaj način one simultano razgrađuju i lignin i polisaharide u biomasi.  
Drugi sojevi su selektivni degraderi lignina, produkuju manje enzima koji 
degraduju polisaharide, pa se njihovim korišćenjem u tretmanu zadržava veći 
procenat polisaharida, što može da bude korisno u daljim postupcima valorizacije 
komine (41). 
Biohemijskom konverzijom komine dolazi do depolimerizacije lignina i 
razgradnje celuloznog-hemiceluloznog matriksa, pa bioaktivna jedinjenja postaju 
dostupnija i lakše se ekstrahuju. Na ovaj način se takođe povećava svarljivost 
komine, što olakšava njenu upotrebu za stočnu ishranu (41,42). 





Slika 2. 5. Različiti načini degradacije lignina (MnP- mangan-peroksidaze, DyP- peroksidaze 
koje obezbojavaju boje, LiP- lignin-peroksidaze, ox-oksalat, VA- veratril-alkohol)(43) 
 
2.4. Dvodimenzionalna gasna hromatografija za analizu složenih 
smeša  
Instrumentalne tehnike koje se koriste za analizu zagađujućih supstanci su 
brojne, a izbor zavisi od vrste i karakteristika analita, kao i od matriksa u kome se 
oni nalaze (zemlja, sediment, voda, vazduh, tkiva). Najčešće se upotrebljavaju 
gasna (GC) i tečna hromatografija (LC) u kombinaciji sa različitim detektorima 
(44,45). Međutim, kada se analiziraju smeše sa velikim brojem jedinjenja, klasične 
instumentalne metode ne pružaju dovoljno informacija o strukturi, jer vrlo često 
pomoću njih nije moguće razdvojiti sve komponente neke smeše. 
Dvodimenzionalne (2D) tehnike razdvajanja predstavljaju tehnike u kojima 
se uzorak razdvaja pomoću dva komplementarna i potpuno nezavisna mehanizma 
(46). Neke od ovih tehnika, kao što su 2D tankoslojna hromatografija, 




hromatografija nakon koje sledi elektroforeza i 2D elektroforeza su odavno u 
upotrebi (47–49). Međutim, razvojem GC i LC, neke od ovih tehnika su 
zanemarene, iako jednodimenzionalne (1D) metode nisu bile dovoljne za 
razdvajanje složenih smeša (50). Simmons i Snyder su 1958. godine opisali 
aparaturu za gasnu i tečnu hromatografiju koja se odvija u dva nivoa. U ovoj 
proceduri, nakon prolaska uzorka kroz prvu kolonu, samo željene frakcije su 
analizirane na drugoj koloni (51). Ova ideja je dalje unapređivana, pa tako danas 
postoji multidimenzionalna gasna hromatografija (GC-GC). U multidimenzionalnoj 
gasnoj hromatografiji uzorci se razdvajaju na prvoj koloni, a potom se određene 
manje frakcije injektuju na drugu kolonu gde se dalje razdvajaju, zbog čega se ova 
tehnika naziva i ‚‚heartcuting’’ 2D gasna hromatografija. Primenom ove tehnike 
uspešno se mogu razdvojiti jedinjenja u smešama koja upotrebom klasične 
jednodimenzionalne gasne hromatografije koeluiraju (52–54). Međutim, postoje 
smeše izrazito složenog sastava, koje kada se analiziraju klasičnom 
jednodimenzionalnom GC tehnikom, daju ogroman broj preklopljenih pikova. 
Jedan od najčešćih primera komplesknih smeša je nafta i njeni derivati, koja se ne 
može razdvojiti GC analizom u jednoj dimenziji, već se na hromatogramu uočava 
karakterističan UCM (eng. unresolved complex mixture), koji se sastoji iz velikog 
broja preklopljenih pikova (55). Analiza ovakvog uzorka GC-GC će razdvojiti samo 
odabrane frakcije i dati informacije o sastavu tih frakcija, ali nikako celog uzorka 
(52). U ovu svrhu, Liu i Phillips su 1991. godine razvili novu tehniku sveobuhvatne 
dvodimenzionalne gasne hromatografije (GCxGC) u kojoj se uzorak razdvaja na 
prvoj koloni u manje frakcije, a potom se svaka frakcija analizira na drugoj koloni 
(56).  
2.4.1. Sveobuhvatna dvodimenzionalna gasna hromatografija-principi 
Na slici 2.6. je prikazana shema rada jednog GCxGC uređaja. On se sastoji iz 
dve serijski povezane kolone, tako da svaki deo uzorka koji silazi sa prve kolone 
ulazi u drugu gde se dalje razdvaja, nakon čega ide do detektora (57).  





Slika 2. 6. Osnovi princip rada GCxGC sistema (58) 
 
Kolone mogu da se nalaze u istoj ili u dve odvojene rerne. Interfejs između 
prve i druge kolone se naziva modulator. On je zadužen za transfer uzoraka sa prve 
na drugu kolonu u konstantnim vremenskim intervalima. U GCxGC tehnici, prva 
kolona je uglavnom dužine od 15 m do 30 m i razdvajanje traje relativno dugo (20-
120 min), a nakon modulacije, frakcije ulaze u dosta užu i kraću kolonu (0,5-2 m) 
gde je razdvajanje kratko (2-8 s). S obzirom na to što je brzina razdvajanja na 
drugoj koloni velika, pikovi na drugoj koloni su širine 50-600 ms, pa je neophodno 
da detektor ima veliku brzinu akvizicije (minimum 100 Hz) (52,59).  
Signali koji stižu sa detektora se specijalizovanim softverima konvertuju u 
1D i 2D hromatograme. Rezultat GCxGC analize nakon razdvajanja na drugoj koloni 
je ogroman broj hromatograma, a softverski se oni slažu jedan pored drugog u 
procesu transformacije (slika 2.7.). Dalje, u zavisnosti od potreba, mogu da se 
vizuelizuju kao 2D ili 3D mape u boji, pri čemu boja zavisi od intenziteta signala, i 
kao konturni nacrt (60).  
 





Slika 2. 7. Stvaranje i vizuelizacija GCxGC hromatograma (60) 
 
2.4.2. Ortogonalnost i izbor kolona 
Za dve dimenzije razdvajanja kaže se da su ortogonalne, kada su mehanizmi 
razdvajanja potpuno nezavisni (59). Za druge tehnike, kao što je GC-MS, se 
pretpostavlja da su ortogonalne zato što su dve dimenzije toliko različite da su, u 
suštini, nezavisne. Za razliku od toga, prva i druga dimenzija razdvajanja kod 
GCxGC se odvija prema sličnom principu. Ortogonalnost kod GCxGC se postiže 
variranjem retencionog vremena na drugoj koloni kao funkcije razdvajanja na 
prvoj koloni (57).  
Kako bi se postigla ortogonalnost, uglavnom se za razdvajanje koriste 
kombinacije gde je prva kolona nepolarna, a druga srednje-polarna ili polarna. 
Ovakva kombinacija se još naziva i normalno-fazna (61). U ovom slučaju 
razdvajanje analita u prvoj dimenziji zavisiće od isparljivosti. Zbog velike brzine 
razdvajanja na drugoj koloni, iako u GCxGC postoji temperaturni program, 
razdvajanje u drugoj dimenziji će biti izotermalno, pa u ovoj dimenziji razdvajanje 




zavisi isključivo od polarnosti uzorka, a ne i od isparljivosti. Na ovaj način, 
retenciono vreme u drugoj koloni je nezavisno od onog u prvoj i te dve dimenzije 
su ortogonalne (57,59). Glavna korist ortogonalnosti kod GCxGC jeste stvaranje 
uređenih, strukturiranih hromatograma, gde su strukturno srodna jedinjenja 
(izomeri ili homologa jedinjenja) lokalizovana u specifičnim regionima 
hromatograma što olakšava njihovu identifikaciju (59–61). Naravno, nije dovoljno 
da kombinacija kolona bude ortogonalna kako bi nastali strukturirani 
hromatogrami, već je neophodno prisustvo strukturno sličnih jedinjenja (izomera, 
homologa ili kongenera) i druga kolona treba da bude odabrana na osnovu fizičko- 
hemijskih osobina analita (60).  
Iako je kombinacija nepolarne i polarne kolone najčešće upotrebljavana, u 
zavisnosti od potreba, koristi se i reverzno-fazna (polarna x nepolarna ili polarna x 
srednje polarna) kombinacija. U reverzno faznoj kombinaciji, razdvajanje u prvoj 
dimenziji zavisi i od isparljivosti i od polarnosti, a na drugoj samo od isparljivosti, 
pa u ovom slučaju nisu ispunjeni kriterijumi ortogonalnosti. Međutim, upotrebom 
ovakvih kombinacija moguće je dobiti strukturirane hromatograme iz čega sledi da 
ortogonalnost i strukturiranost hromatograma nisu direktno povezane. Na slici 2.8 
može se videti 2D hromatogram dizela dobijen upotrebom normalno-fazne i 
reverzno-fazne GCxGC.  
 
Slika 2. 8 A) normalno-fazna i B) reverzno-fazna GCxGC dizela (62) 
 




Bez obzira na to koja se kombinacija kolona upotrebljava,  jasno je da GCxGC 
ima ogromnu prednost u odnosu na klasičnu GC. Nastanak strukturiranih 
hromatograma dosta olakšava analizu i identifikaciju jedinjenja. Takođe, GCxGC 
ima znatno veći idealni kapacitet pikova, koji predstavlja proizvod kapaciteta 
pikova na prvoj i na drugoj koloni, što drastično poboljšava razdvajanje analita u 
uzorku. Zahvaljujući boljem razdvajanju, kao i refokusiranju koje omogućava 
modulator, kod GCxGC se povećava i detektabilnost (60,61). 
2.4.3. Modulatori 
Modulator je najznačajniji deo GCxGC sistema. On je zadužen za transfer 
uzoraka sa prve na drugu kolonu u konstantnim vremenskim intervalima. Vreme 
između dve uzastopne injekcije na kolonu predstavlja jedan ciklus modulacije i 
naziva se period modulacije (59). U okviru jednog perioda modulacije manje 
frakcije pikova eluirane sa prve kolone se u modulatoru kontinualno akumuliraju 
ili zarobljavaju, potom se u obliku uskih pulseva refokusiraju i injektuju na drugu 
kolonu. Pomenuti uski pulsevi se razdvajaju na sekundarnoj koloni i odlaze do 
detektora (60). Period modulacije je uvek manji od širine pika koji silazi sa prve 
kolone, što omogućava čuvanje redosleda razdvajanja na prvoj koloni. Naime, svaki 
modulacioni period uvodi deo primarnog efluenta u drugu kolonu u obliku pulsa. 
Dok se ovaj proces odvija, razdvajanje na prvoj koloni i dalje traje, pa bi 
razdvajanje frakcije na drugoj koloni trebalo da se završi pre nego što se injektuje 
sledeća frakcija, odnosno puls. Idealno bi bilo da period modulacije ne bude širi od 
četvrtine širine pika na prvoj koloni, tj. svaki pik koji silazi sa prve kolone bi 
trebalo da se modulatorom razdvoji na tri ili četiri manje frakcije. Na slici 2.9 
prikazano je kako se u GCxGC razdvajaju pikovi koji su preklopljeni nakon 
razdvajanja na samo jednoj koloni. Pik sa prve kolone koji sadrži dve komponente, 
δ i φ, koje se koeluiraju se modulatorom, razdvaja se na više manjih pulseva (P1-
P5). Svaki puls se injektuje na drugu kolonu i razdvaja pre nego što se injektuje 
sledeći puls, što omogućava razdvajanje koeluiranih komponenti u drugoj 
dimenziji (63). 





Slika 2. 9. A) Izgled dva preklopljena pika koji se eluiraju sa prve kolone i B) razdvajanje 
prekopljenih pikova nakon prolaska kroz drugu kolonu. P1-P5 označava frakciju tj. puls koji 
se injektuje na drugu kolonu; δ i φ označavaju komponente koje se nalaze u piku koji se 
eluira sa prve kolone  (63) 
 
Modulatori mogu da se svrstaju u dve grupe: modulatori na bazi ventila i 
termalni modulatori. Modulatori na bazi ventila koriste protok gasa da kontrolišu i 
izoluju frakcije eluata sa prve kolone (1D) i tu frakciju preusmeravaju da se 
injektuje u drugu kolonu (2D). Termalni modulatori koriste temperaturu da zarobe 
i potom oslobode analite sa 1D (64).  
2.4.3.1. Modulatori na bazi ventila 
Modulatori na bazi ventila mogu biti sa diferencijalnim protokom ili sa 
preusmeravanjem protoka (64).  
Prvi modulator na bazi ventila sa diferencijalnim protokom je koristio 
membranski ventil, koji je preusmeravao eluat sa prve na drugu kolonu. Sa 
ventilom su bile povezane prva i druga kolona, pomoćni dovod gasa, kao i otvor za 
višak eluata (Slika 2.10. A). U jednoj poziciji eluat sa prve kolone je prolazio kroz 
ventil i izlazio u atmosferu, dok je pomoćni dovod gasa obezbeđivao protok u 
drugoj koloni. Okretanjem ventila, eluent sa 1D se nakratko preusmeravao na 2D. 
Ventil se potom ponovo okretao i eluent je opet izbacivan u atmosferu pri čemu se 
eluent razdvajao na koloni. Ovaj metod ima malu osetljivost pošto se samo 10-20% 
eluenta razdvaja na drugoj koloni, a zbog mehaničkih ograničenja ventil nije mogao 




da radi na temperaturama većim od 175 0C (64,65). Modulator sa sistemom ventila 
sa diferencijalnim protokom je kasnije unapređen tako što je napravljena petlja za 
uzorak koja sakuplja eluat sa 1D (Slika 2.10.B). Kada se ventil okretao, gas u petlji 
se kompresovao i injektovao na 2D kao uzak puls. Na ovaj način se obezbeđivalo da 
veći procenat eluenta (80%) prođe kroz drugu kolonu (64–66). Naredna tehnika sa 
solenoidnim ventilom prikazana na slici 2.5. C omogućila je da se celokupna 
količina eluenta sa prve kolone injektuje u drugu. Sistem je imao dve petlje za 
uzorke i pneumatski sistem za prebacivanje koji je omogućavao da eluent sa 1D 
bude u jednoj petlji, dok se materijal iz druge petlje injektovao u 2D pomoću 
dodatnog dovoda gasa. Osim što omogućava injektovanje celokupne količine 
eluenta, u ovom sistemu solenoidni ventil se nalazio van GC rerne, pa nije postojalo 
ni ograničenje u temperaturi (65). U poslednje vreme ventili se prave od 
termostabilnih materijala, pa nije neophodno da se ventil nalazi van rerne (64).  
 
Slika 2. 10. Modulatori sa diferencijalnim protokom A) bez i B) sa petljom za uzorak (65) 
Modulatori sa preusmeravanjem protoka se zasnivaju na prikupljanju sa 1D 
u 2D promenom smera protoka pomoćnog dovoda gasa. Za preusmeravanje 
protoka koristi se Dinov prekidač, a sistem može i ne mora da sadrži kolektorsku 
petlju u koju se eluent sa 1D sakuplja, a potom u narednom ciklusu prenosi u 2D 
(53,64). 
Prednost modulatora sa ventilima u odnosu na termalne modulatore je u 
tome što su efikasniji u analizi lako isparljivih jedinjenja, koja često izlaze iz 
sistema sa termalnom modulacijom, osim toga ekonomičniji su pošto ne zahtevaju 
mehanizam za grejanje/hlađenje (tečni azot ili ugljen-dioksid). Nedostatak su 




velike brzine protoka na drugoj koloni koje, iako postoje mehanizmi za smanjenje 
brzina, nisu kompatibilne sa nekim masenim detektorima (53,64,65).  
2.4.3.2. Termalni modulatori 
Termalna modulacija je najčešće korišćen vid modulacije. Zasniva se na 
niskim temperaturama koje zarobljavaju i fokusiraju analite kako se oni eluiraju sa 
1D, a brzim zagrevanjem ih potom uvode u 2D. Postoji više različitih sistema za 
termalnu modulaciju: modulatori sa grejačima, kriogeni i nekriogeni modulatori 
(64).  
Kod modulatora sa grejačima postoji cev sa stacionarnom fazom debljeg 
sloja na koju se eluirani analiti 1D adsorbuju, a desorpcija se vrši lokalnim 
zagrevanjem, pri čemu se koristi temperatura koja je minimum 100 0C viša u 
poređenju sa temperaturom rerne (61). Ilustracija ovog procesa prikazana je na 
slici 2.11.A.  
 
 
Slika 2. 11. Termalni modulatori: a) sa grejačima i b) kriogeni (61) 
 
Kriogeni modulatori zarobljavaju eluent sa 1D smanjenjem temperature (oko 
-100 0C), što se postiže endotermnom ekspanzijom kriogena kao što su ugljen-
dioksid ili tečni azot. Do desorpcije dolazi kada se eluent ponovo izloži temperaturi 
rerne. U ovom slučaju nije potrebno da postoji dodatna cev kao modulator, već se 
mlaz kriogena usmerava ka koloni (61). Postoji više varijacija u dizajnu ovog 
sistema modulacije. Najčešće su u upotrebi sistemi sa četiri ili dva mlaza. Sistem sa 
četiri mlaza ima dva hladna mlaza koja zarobljavaju analite i dva vrela mlaza koja 
ih oslobađaju u drugu kolonu. U ovom slučaju proces zarobljavanja/otpuštanja 
analita se vrši dva puta, kako bi se smanjila mogućnost bekstva lako isparljivih 




analita. U sistemu sa dva mlaza, analit se zarobljava/otpušta samo jednom, radi 
smanjenja potrošnje kriogenih tečnosti (64). Ilustracija ovog procesa prikazana je 
na slici 2.11.B.  
Iako su kriogeni 
modulatori široko 
rasprostranjeni i veoma 
pouzdani, dalji razvoj 
modulatora ide u pravcu 
stvaranja nekriogenih 
termalnih modulatora koji su 
jednostavniji i ekonomičniji. 
Jedan od primera je ZX2 
termalni modulator 
kompanije ZOEX (slika 2.12). On takođe ima dva mlaza, hladni i topli, ali ne koristi 
kriogene, već zatvoreni sistem koji proizvodi hladni mlaz. Temperatura hladnog 
mlaza može da bude do -90 0C, za razliku od korišćenja kriogenih tečnosti koje 
stvaraju mlaz temperature i do -190 0C. Zbog ove razlike u temperaturi, ZX2 se ne 
može koristiti za modulaciju analita manjih od C7, dok kriogeni modulatori mogu 
da zarobe i C3. U razvoju je i modulator koji koristi kapilaru od nerđajućeg čelika 
za zarobljavanje analita i ne zahteva nikakav potrošni materijal. Zarobljavanje se 
postiže upotrebom dve ohlađene keramičke podloge, a desorpcija kapacitivnim 
pražnjenjem kako bi došlo do zagrevanja i oslobađanja analita.   
2.4.4. Detektori 
Izbor detektora za GCxGC je sličan kao i za klasičnu jednodimenzionalnu 
gasnu hromatografiju. Jedini dodatni uslov koji postoji jeste da detektor ima veliku 
brzinu odgovora i malu unutrašnju zapreminu, pošto pikovi koji silaze sa 2D imaju 
širinu od 150-400 ms. Da bi se ovi uski pikovi pravilno rekonstruisali u drugoj 
dimenziji, detektor bi trebalo da ima brzinu uzorkovanja od minimum 50 Hz 
(52,65).  
 
Slika 2. 12. ZX2 modulator: 1) topli i 2)hladni mlaz (67)  




2.4.4.1. Plameno-jonizacioni i element-selektivni detektori 
Plameno-jonizacioni detektor (FID) je u početku bio dominantni izbor za 
GCxGC, pošto može da prikuplja podatke brzinama od 50-300 Hz i ima 
zanemarljivu unutrašnju zapreminu. Iako je FID stabilan tokom vremena i lako se 
kalibriše, ne daje nikakve strukturne informacije o analitima (55,66). 
Detektor sa zahvatom elektrona (ECD) je veoma selektivna i osetljiva 
tehnika za detekciju jedinjenja koja sadrže elektronegativne grupe. Zbog veće 
unutrašnje zapremine ovog detektora, u GCxGC se primenjuje samo mikro-ECD 
(µECD) koji ima unutrašnju zapreminu od 150 µL, ali i tako dovodi do širenja 
pikova u poređenju sa FID-om. Koristi se za detekciju polihlorovanih bifenila, 
pesticida i hlorovanih parafina (55,66).  
Osim ECD, drugi element-selektivni detektori kao što su sumporni i azotni 
hemiluminiscentni detektor i azot-fosfor detektor, uspešno su korišćeni u GCxGC, 
međutim njihova upotreba nije veoma rasprostranjena (55). 
2.4.4.2. Maseni spektrometri 
Plameno-jonizacioni i element-selektivni detektori ne pružaju nikakve 
strukturne informacije o jedinjenjima koja se analiziraju, pa je zbog toga upotreba 
masenih spektorometara kao detektora za GCxGC brzo postala dominantna. 
Kombinacija dvodimenzionalne gasne hromatografije i masene spektrometrije 
pruža tri analitičke dimenzije, što drastično poboljšava analizu (66,68).  
U konvencionalnoj jednodimenzionalnoj GC koriste se različiti maseni 
analizatori: jonska klopka, kvadrupolni, analizator sa električnim sektorom i 
analizator koji razdvaja na osnovu vremena preleta (eng. time of flight, TOF) (66). 
Među njima, jedino TOF ima dovoljnu brzinu akvizicije jer može da prikupi 50 ili 
više spektara u sekundi. U početku se za GCxGC koristio TOF male rezolucije 
(LRTOF), koji ima velike velike frekvencije spektara kao i mogućnost 
dekonvolucije. Takođe, ima veliku osetljivost u ‚‚full-spectrum’’ načinu snimanja. 
Negativne strane upotrebe LRTOF su to što daje niske procente preklapanja sa 
bibliotekama spektara, jer su pothranjene spektrima nastalim uglavnom 
upotrebom kvadrupola (68). Osim LRTOF u upotrebi je i TOF visoke rezolucije 
(HRTOF). HRTOF omogućava osetljivost u ‚‚full-spectrum’’ načinu snimanja tako 




što pruža visoku rezoluciju i tačnost masa. Zahvaljujući upotrebi selektivnih 
jonskih hromatograma sa uskim opsegom masa, omogućena je selekcija određenih 
jedinjenja, čime se povećava efikasnost analize (68). 
U poređenju sa TOF sistemima, kvadrupol-maseni spektrometri (qMS) su 
mnogo ekonomičniji, pa je uloženo mnogo truda u njihovo unapređenje i 
prilagođavanje za korišćenje u GCxGC. Naime, kvadrupol nema dovoljnu brzinu 
akvizicije spektara, kako bi mogao da analizira uske pikove koji se dobijaju GCxGC. 
U početnim eksperimentima brzina skeniranja je bila 2,43 skena/s, pa je bilo 
neophodno da širina pikova bude 1 s (66). Daljim razvojem metode nastali su qMS 
brzine akvizicije od 20 Hz, ali pri užem opsegu masa (41-228,5 m/z) što je bilo 
dovoljno samo za kvalitativnu analizu, ali ne i za kvantitativnu (66,69). Za 
kvantitativnu analizu često se koristila kombinacija qMS i FID, pošto FID ima veću 
brzinu akvizicije (53). Uspešna kvantifikacija postignuta je samo u SIM modu (eng. 
Single ion monitoring), a u tom slučaju brzina akvizicije je bila 30,7 Hz. Kako se 
tehnika qMS unapređivala, postizale su se sve veće brzine akvizicije, ali je opseg 
analiziranih masa bio manji u poređenju sa TOFMS. Za razliku od TOFMS, za opseg 
od 40-400 m/z, qMS je imao brzine akvizicije između 20-30 Hz. Danas postoje novi, 
brzo skenirajući qMS instrumenti, koji postižu brzinu od 50 Hz pri normalnom 
opsegu masa ( m/z 40-330) (68,69). 
Bez obzira na povećane brzine akvizicije, TOFMS i dalje ima prednost u 
odnosu na qMS, zbog toga što generiše spektre koji imaju konstantan odnos jona u 
datom piku, što omogućava dekonvoluciju preklapajućih pikova (68).  
Maseni spektrometri sa trostrukim kvadrupolom (qqqMS) su veoma 
selektivni i osetljivi, a osim što rade u klasičnom ‚‚full scan’’ i SIM modu, 
omogućavaju MRM analizu (eng. multiple reaction monitoring), gde prvi (Q1) i 
treći (Q3) kvadrupol rade u SIM modu, a reakcija disocijacije usled sudara se odvija 
u ćeliji između dva kvadrupola. Moguće su i kombinacije Q1 SIM-Q3 sken, Q1 sken- 
Q3 sken, Q1 sken-Q3 SIM. Ovaj analizator ima dovoljnu brzinu akvizicije za GCxGC i 
može se koristiti u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi. GCxGC-qqqMS imaju 
jedinstvenu prednost, kod simultanog korišćenja target i non-target analize, pošto 
istovremeno daju full sken i MRM podatke. Upotreba ovog sistema još uvek nije 
rasprostranjena, pa će se njegovi potencijali videti tek u budućnosti (68).  




U masenim detektorima koji se koriste u GCxGC, najčešći jonski izvor je 
elektronska jonizacija (EI), međutim ona dovodi do velike fragmentacije i ne daje 
previše strukturnih podataka. Zbog toga se sve više upotrebljavaju meke metode 
jonizacije, kao što su hemijska jonizacija i jonizacija u polju. Negativna jonizacija sa 
zahvatom elektrona (ECNI) primenjuje se za analizu diastereoizomera 
polihlorovanih alkana (55).  
2.4.5. Primena sveobuhvatne masene hromatografije 
Nafta i njeni derivati su prema sastavu među najsloženijim uzorcima, a broj 
jedinjenja u uzorku raste sa tačkom ključanja uzorka. U slučaju parafina, za 
jedinjenja sa 10 C–atoma može da postoji 75 izomera, dok za jedinjenja sa 20 C-
atoma taj broj raste na 4347. Iako u datom uzorku neće biti prisutni svi mogući 
izomeri, procenjuje se da u uzorcima ovakvog tipa može da bude prisutno i preko 
milion jedinjenja (70). Zbog toga nije iznenađujuć podatak da su naftni derivati 
prvi analizirani GCxGC i dugo vremena  su to bili jedini uzorci koji su analizirani 
ovom metodom (56,70). Upotrebom GCxGC moguća je karakterizacija grupa 
jedinjenja, kvantifikacija određenih analita, kao i ‚‚fingerprinting’’- određivanje 
ukupnog sastava goriva i poređenje sa uzorcima u životnoj sredini kako bi se 
utvrdilo odakle potiče kontaminacija (forenzika životne sredine). Uspešno se 
analiziraju jedinjenja koja sadrže heteroatome, a takođe, ukoliko dođe do izlivanja 
nafte, moguće je pratiti bioremedijaciju u realnim uslovima. Do sada je u literaturi 
opisano nekoliko primera praćenja bioremedijacije naftnih derivata u životnoj 
sredini, pri čemu su uglavnom analizirane promene u strukturi tokom vremena 
koje nastaju usled vremenskih prilika i prirodnog procesa degradacije. Malobrojna 
su ispitivanja biodegradacije u procesima bioaugmentacije, kao i ispitivanja 
efikasnosti mikroorganizama da degraduju ovakva jedinjenja (70–75).  
Tokom godina pomoću GCxGC analizirane su različite zagađujuće supstance 
(PAH, PCB, pesticidi) u različitim uzorcima zemljišta, sedimenta, vode, vazduha 
(70,76,77). Takođe, ispitivano je prisustvo zagađujućih supstanci u voću, povrću, 
čajevima, insektima (78–80).   
Pored analize petrohemijskih proizvoda, GCxGC ima najveću primenu u 
analizi biljnih ekstrakata i etarskih ulja. Ovi proizvodi su u svakodnevnoj upotrebi 




usled velike popularnosti tradicionalnih i prirodnih lekova. Neki od njih su 
dokazano korisni, mađutim usled prisustva velikog broja jedinjenja u niskim 
koncentracijama, teško se identifikuju aktivna jedinjenja. Razvojem GCxGC metoda 
za analizu, olakšana je identifikacija aktivnih komponenti etarskih ulja  (81). 
Moguća je i hemijska klasifikacija biljaka na osnovu hromatograma u GCxGC, a dos 
Santos i saradnici su klasifikovali etarska ulja na osnovu dela biljke iz kog su 
dobijena (81–83).  Upotrebom ‚‚fingerprinting’’ analize moguće je utvrditi i 
geografsko poreklo hrane, kao i njen kvalitet (79).  
Značajna je i primena GCxGC u biomedicinskim istraživanjima. Naime, u 
ispitivanju metabolomiksa nekog uzorka neophodna je non-target analiza, pošto 
nije poznato koja su jedinjenja prisutna u uzorku. Takođe, u biološkim uzorcima 
prisutan je veliki broj različitih malih molekula, pa je sveobuhvatno razdvajanje i 
analiza masenom spektrometrijom postalo važan metod u studijama 
metabolomiksa. GCxGC se koristila za ispitivanje biomarkera kod pacijenta sa 
tuberkulozom, za fingerprinting ćelijskih kultura zaraženih virusima ili 
bakterijama. Poređenjem uzoraka seruma zdravih osoba i osoba sa hroničnim 
neurodegenarativnim poremećajem, pronađena su 34 potencijalna biomarkera. 
Moguća je i analiza nedozvoljenih supstanci u urinu, što može da olakša detekciju 
novih steroida u testovima koje sprovode anti-doping agencije (81,84).     
Analiza lako isparljivih organskih jedinjenja (VOC) GCxGC-om je posebno 
zanimljiva, jer se dobijaju značajne informacije o senzornim svojstvima različitih 
uzoraka. Na ovaj način ispitivana su isparljiva jedinjenja kod pečenih lešnika 
različitog geografskog porekla, poređene dve vrste kafe (Arabika i Robusta), 
ispitivana organska jedinjenja koja daju aromu pivu. Određivan je i kvalitet 
maslinovog ulja (devičansko, ekstra devičansko) na osnovu profila VOC. Na ovaj 
način GCxGC se uspešno koristi  u flavoromiksu (sva jedinjenja koja doprinose 
percepciji ukusa nekog uzorka) (79,85–88). 
Osim u flavoromiksu, ispitivana su isparljiva jedinjenja ljudske kože. Pasivni 
uzorkivači su postavljeni na zglobu ruke ili noge, a jedinjenja su analizirana 
pomoću GCxGC-TOFMS. Na ovaj način ispitivana je veza između ljudske kože i 
ujeda komaraca (89). Dubois i saradnici ispitivali su VOC koja nastaju raspadanjem 

























3. Materijal i metode 
 




3.1. Mikroorganizmi, izolacija i karakterizacija 
3.1.1. Mikroorganizmi 
Za eksperimente biodegradacije aromatične frakcije dizela korišćeni su 
bakterijski sojevi CHP-ZH25, CHP-NR31, CHP-315, CHP-A35, CHP-Y37 i CHP-YG38 
koji su izolovani iz zemljišta zagađenog ugljovodonicima nafte uzorkovanog na 
teritoriji Republike Srbije (91). Sojevi su izolovani višestrukim presevima na M3 
podlogu (deo 3.1.2.3), kao i na mineralnu podlogu sa 2000 ppm dizela (deo 
3.1.2.6), gde je dizel bio jedini izvor ugljenika (92,93). 
Za eksperimente biodegradacije komine grožđa korišćene su gljive koje su u 
prethodnim radovima izolovane sa trulog drveta, opalog lišća i zemljišta. Korišćene 
su gljive bele truleži Coriolopsis rigida LPSC 232 (94), Peniophora albobadia LPSC 
285 (95) i Pycnoporus sanguineus LPSC 163 (96); gljiva braon truleži Gloeophyllum 
sepiarium LPSC 735 (97); gljiva iz zemljišta Trichoderma harzianum FALH 18 (98) i 
Ulocladium botrytis LPSC 813 koja degraduje opalo lišće (95). Sve pomenute gljive 
su prethodno izolovane i identifikovane molekularnim tehnikama, a odabrane su 
zbog njihove sposobnosti da rastu na različitim lignoceluloznim materijalima. 
Kulture su čuvane na kosom sladnom agaru na 4 0C. 
3.1.2. Podloge  
 Za izolovanje, gajenje i čuvanje mikroorganizma, kao i eksperimente 
biodegradacije korišćene su podloge različitog sastava. Sve podloge su pre 
upotrebe autoklavirane na 121 0C tokom 20 min.   
3.1.2.1. Hranljivi agar 
 Hranljivi agar (Torlak) korišćen je za održavanje bakterijskih sojeva i 
pripreman je prema uputstvu proizvođača. 
3.1.2.2. Sladni agar 
 Sladni agar (Torlak) korišćen je za održavanje sojeva gljiva i pripreman je 
prema uputstvu proizvođača. 
 




3.1.2.3. M3 podloga  
 M3 podloga korišćena je za izolovanje rodova Nocardia i Rhodococcus i 
imala je sledeći sastav: 
KH2PO4 0,466 g/L 
Na2HPO4 0,732 g/L 
KNO3 0,01 g/L 
NaCl 0,29 g/L 
MgSO4 x 7H2O 0,1 g/L 
CaCO3 0,02 g/L 
FeSO4 x 7H2O 200 µg/L 
ZnSO4 x 7H2O 180 µg/L 
MnSO4 x 4H2O 20 µg/L 
Natrijum-propionat 0,2 g/L 
  
Bilo je potrebno da pH vrednost M3 podloge bude oko 7 i podešavana je 
pomoću 1 mol/L NaOH. Nakon podešavanja pH, dodato je još 18 g/L agara. U 
podlogu je nakon sterilizacije dodavano 50 mg/L aktidiona i 4 mg/L tiamin-HCl, 
koji je prethodno rastvoren u vodi i sterilisan hladnim ceđenjem. 
3.1.2.4. Miler-Hintonov agar 
Miler-Hintonov agar (Torlak) korišćen je za ispitivanje osetljivosti 
bakterijskih sojeva na teške metale i pripreman je prema uputstvu proizvođača. 
3.1.2.5. Tripton soja bujon 
Tripton soja bujon (Torlak) korišćen je za umnožavanje bakterijskih sojeva 
pre eksperimenata izolovanja masnih kiselina i ekstrakciju genomske DNA. Bujon 
je pripreman prema uputstvu proizvođača. 




3.1.2.6. Mineralna podloga po Loser-u 
Mineralna podloga (92) korišćena je za ispitivanje rasta bakterijskih sojeva 
na različitim izvorima ugljenika, kao i za eksperimente biodegradacije aromatične 
frakcije. Podloga je imala sledeći sastav: 
NH4Cl  1,5 g/L 
KH2PO4  0,55 g/L 
Na2HPO4   0,25 g/L 
MgSO4 x 7H2O  0,25 g/L 
TSS 5 mL/L 
Bilo je potrebno da pH vrednost mineralne podloge bude između 6 i 8 i 
podešavana je pomoću 1 M KOH. Kada je korišćena čvrsta mineralna podloga bilo 
je potrebno dodati još 16 g/L agara. 
Rastvor elemenata u tragovima (eng. Trace element solution, TSS) bio je 
sledećeg sastava: 
Na2EDTA x 2H2O 500 mg/L  
FeSO4 x 7H2O 200 mg/L 
H3BO3 30 mg/L 
CoCl2 x 6H2O 20 mg/L 
ZnSO4 x 7H2O 10 mg/L 
MnSO4 x H2O 3 mg/L 
Na2MoO4 x 2H2O 3 mg/L 
NiSO4 x 7H2O 2 mg/L 




CuCl2 x 2H2O 1 mg/L 
10 M HCl 1 mL/L 
3.1.3. Rast na različitim izvorima ugljenika 
Kako bi se procenila mogućnost rasta mikroorganizama na različitim 
pojedinačnim izvorima ugljenika, svi sojevi su zasejani na čvrstu mineralnu 
podlogu po Loseru (92) kojoj su dodata različita aromatična jedinjenja: 0,5 g/L 3,4-
dihidroksibenzoeve kiseline (Merck, Nemačka), 1 g/L 4-hidroksibenzoeve kiseline 
(Merck, Nemačka), 0,5 g/L natrijum-benzoata (Alkaloid, Makedonija), 0,2 g/L 
fenola (NRK inženjering, Srbija), 0,2 g/L fenantrena (Aldrich Chemicals, Velika 
Britanija), 2 g/L dizela (Srbija) i 0,2 g/L motorno ulje (SAE 15W-40, API SF/CD, 
Srbija ). Nakon toga, bakterijski sojevi su inkubirani tri dana na 28 0C. 
3.1.4. Osetljivost na teške metale 
Osetljivost mikroorganizama na teške metale ispitivana je metodom difuzije 
na Miler-Hintonovom agaru. U ovim testovima korišćene su rastuće koncentracije 
(2,5-50 mmol/L) sledećih soli: Cd(CH3COO)2 (Merck, Nemačka), NiCl2 (Kemika, 
Hrvatska), CuSO4x5H2O (Lachema, Češka), Zn(CH3COO)2 (Zorka, Srbija) i K2Cr2O7 
(Merck, Nemačka) (99). 
3.1.5. Identifikacija bakterijiskih sojeva 
3.1.5.1. API testovi 
 Za preliminarnu identifikaciju bakterijskih sojeva korišćeni su API Coryne, 
API Zym i API CH50 testovi (BioMerieux) prema uputstvu proizvođača. 
3.1.5.2. Određivanje masnih kiselina 
 Za određivanje estara masnih kiselina korišćena je metoda koju su 
prethodno opisali Đurić i saradnici (100). Ukratko, sojevi su zasejani na tripton 
soja bujon, a nakon 24 h sata inkubacije na 28 0C, kultura je centrifugirana 
(Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Nemačka) 10 min na 8000 rpm. Vlažna biomasa 
(0,2 g) je potom refluktovana 3 h sa smešom toluen: metanol: sumporna kiselina 




(5:5:0,2 V/V/V). Nakon hlađenja, dodato je 10 mL zasićenog NaCl i ceo rastvor je 
dva puta ekstrahovan sa po 10 mL smeše hloroform:heksan (1:4 V/V). Nakon 
uparavanja ekstrakti su analizirani gasnom hromatografijom (vidi 3.4.3.1).  
3.1.5.3. 16s rRNA analiza 
Za analizu 16s rRNA, genomska DNA je ekstrahovana pomoću Dneasy Blood 
& Tissue kita (Qiagen). Ekstrakti su umnoženi PCR-om i u tom procesu korišćeni su 
sledeći prajmeri: 27F (AgAgTTTgA TCM Tgg CTC Ag) i 1492R (Cgg CTA CCT TgT 
TAC gAC TT). Uzorci su potom komercijalno sekvencirani u Holandiji (Macrogen 
Inc.). Na osnovu sekvenciranja, sojevi CHP-ZH25, CHP-NR31, CHP-315, CHP-A35, 
CHP-Y37 i CHP-YG38 su identifikovani kao Oerskovia sp. CHP-ZH25 (JX430000), 
Rhodoccocus sp. CHP-NR31 (JX965395), Gordonia sp. CHP-315 (JX429999), 
Micrococcus sp. CHP-A35 (JX965396), Sphingobacterium sp. CHP-Y37 (JX965397) 
and Cupriavidus sp. CHP-YG38 (JX965398).  Dobijene sekvence su upoređene sa 
NCBI GenBank bazom podataka koristeći BLAST program. Na osnovu dobijenih 
rezultata i uz pomoć MEGA 7.0.21 softvera konstruisano je filogenetsko stablo. Sve 
vrste su deponovane u kolekciji kultura ISS WDCM375 Instituta za zemljište u 
Beogradu pod pristupnim brojevima Oerskovia sp. HPZH25 - ISS 621; Rhodococcus 
sp. CHP-NR31 - ISS 622; Gordonia sp. CHP-315 - ISS 623; Micrococcus sp. CHP-A35 - 
ISS 620; Sphingobacterium sp. CHP-Y37 - ISS 624 and Cupriavidus sp. CHP-YG38 - 
ISS 625. 
3.2. Priprema supstrata za biodegradaciju 
3.2.1. Aromatična frakcija dizela 
Dizel gorivo D2 je kupljeno na lokalnoj benzinskoj stanici u Srbiji. U cilju 
izdvajanja aromatične frakcije, dizel (5 mL) je propušten kroz kolonu (30 x 1,5 cm) 
koja je bila napunjena sa 10 g silika gela (veličina čestica 70-230 meša, Merck 
KgaA, Nemačka).  Prva frakcija, alkanska, eluirana je sa kolone sa 30 mL heksana i 
potom sa još 10 mL heksana. Druga, aromatična frakcija eluirana je sa 30 mL smeše 
heksan:toluen (3:1, V/V). Kako bi se dobilo dovoljno aromatične frakcije za sve 
eksperimente, ovaj postupak je ponovljen više puta (101). Procenat aromatične 
frakcije u dizelu određen je gravimetrijski. Naime, dobijeni ekstrakti su upareni do 




suva, nakon čega im je izmerena masa. 
3.2.2. Komina grožđa 
 Sveža komina, odnosno smeša kože i semenki bobica grožđa vrste Vitis 
Labrusca sorte Izabela nastala nakon ceđenja fermentisanog kljuka tokom 
proizvodnje vina, dobijena je od proizvođača iz poljoprivredne zadruge 
Cooperativa de la Costa de Berisso, Berisso, Argentina (102). Komina je dobijena 
metodom slučajnog uzorkovanja tokom berbe 15. marta 2015. godine, a 
prikupljeni materijal je objedinjen u jedan kompozitni uzorak. Komina je sušena u 
sušnici sa cirkulacijom vazduha na 60 0C tokom 48 h, razdeljena u kese, zatim 
autoklavirana 30 min na 121 0C i čuvana na sobnoj temperaturi i tamnom mestu do 
upotrebe.   
 Parom tretirana komina (PTK) je ekstrahovana vodom na Soksletovom 
aparatu tokom 16 h u odnosu 1:10 (w/V) kako bi se dobila frakcija rastvorna u 
vodi, VRF (103). Ova frakcija korišćena je za određivanje fizičko-hemijskih 
svojstva. Određivani su pH, kao i sadržaj amonijačnog azota (NH4+-N) (104), 
ukupnih fenola prema Folin-Ciocalteu-ovoj metodi (103), obojenih supstanci, 
odnosno optičke gustine na 395 nm (105), i ukupnih redukujućih šećera (TRSC) po 
metodi koju je opisao Somogyi (106). 
3.3. Biodegradacioni eksperimenti 
3.3.1. Test respiracije 
Respiracija sojeva Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodoccocus sp. CHP-NR31 
praćena je tokom sedam dana biodegradacije pomoću dvanaestokanalnog Micro-
Oxymax respirometra (Columbus Instruments, SAD) povezanim sa računarom. 
Uzorci su pripremani u Duran-ovim bocama zapremine 250 mL u kojima je bilo 
100 mL podloge. Korišćena je mineralna podloga sa 300 ppm aromatične frakcije 
izolovane iz dizela kao izvor ugljenika. Podloge su zasejavane sa 3 mL inokuluma 
gustine 105 CFU/mL. Koncentracija kiseonika i ugljendioksida praćena je u 
intervalima od 5 h pomoću O2 paramagnetnog i CO2 infra-crvenog senzora, a sistem 
je bio zatvoren. Eksperiment je trajao 7 dana. 




3.3.2. Biodegradacija aromatične frakcije  
Sojevi CHP-ZH25 i CHP-NR31 su zasejani na čvrstu mineralnu podlogu (92) 
sa 200 ppm aromatične frakcije dizela kao jedinim izvorom ugljenika i inkubirani 7 
dana na 28 0C. Nakon trostrukog preseva na ovoj podlozi, sojevi su prebačeni na 
tečnu mineralnu podlogu sa 300 ppm aromatične frakcije dizela i inkubirani 7 
dana 28 0C. Kultura je centrifugirana na 4500 rpm, a biomasa resuspendovana u 
fiziološkom rastvoru. Alikvot (1 mL) je potom zasejan na 100 mL tečne mineralne 
podloge sa 300 ppm aromatične frakcije. Uzorak je inkubiran na mućkalici (150 
rpm) na 28 0C. Abiotička kontrola je pripremljena na isti način i sadržala je sve 
komponente osim bakterijske kulture. Svi uzorci su pripremljeni u triplikatu.  
Biodegradacija je praćena na svakih 10 dana tokom 30 dana, tako što je po 
jedan erlenmajer svakog uzorka skidan sa mućkalice, uziman alikvot (1 mL) za 
određivanje broja mikroorganizama metodom serijskog razblaženja razblaženja 
(107). Potom je degradacija prekidana dodatkom 2% HgCl2, a preostala aromatična 
frakcija je ekstrahovana sa tri zapremine heksana. Ekstrakti su upareni do suva, a 
količina preostale aromatične frakcije određena je gravimetrijski. Kod uzoraka 
nakon 30 dana degradacije ekstrakti su rastvoreni u 8 mL heksana i propušteni 
kroz ‚‚clean-up” kolonu (8 x 0,5 cm) napunjenu Florisil® (veličina čestica 60-100 
meša ASTM, Merck KgaA, Nemačka). Uzorci su dalje analizirani pomoću GC x GC-
(HR)TOFMS. 
3.3.3. Biodegradacija komine grožđa (fermentacija na čvrstoj fazi) 
Odmereno je 30 g parom tretirane komine i prebačeno u kese koje mogu da 
se autoklaviraju, a potom je podešena vlažnost na 70 %. U vlažnu parom tretiranu 
kominu dodavane su kulture gljiva, koje su prethodno rasle 7 dana na 2 % sladnom 
agaru. Svaka kesa je inokulisana sa 6 mL 0,15 % micelijalne suspenzije. Inokulisane 
kese su inkubirane na 28 0C u mraku tokom 90 dana u vlažnoj komori. Kao 
abiotička kontrola korišćena je sterilna PTK, koja nije inokulisana 
mikroorganizmima, a inkubirana je na isti način kao i inokulisani uzorci. Svi uzorci 
su pripremljeni u triplikatu.  
Nakon 90 dana, od alikvota svakog uzorka pripremljena je VRF  iz koje su 
određivani pH, sadržaj fenola, hromofore tj. optička gustina na 395 nm, NH4+-N i 




redukujući šećeri kao što je opisano u delu 3.2.2. Ostatak uzorka je osušen na 60 0C 
do konstantne mase. Degradacija je određena kao procenat smanjenja mase PTK 
(procenat smanjenja inokulisanih uzoraka u odnosu na abiotičku kontrolu). 
Osušeni uzorci PTK (SF) su samleveni u ahatnom avanu i prosejani kroz sito (<1 
mm). Potom je odmeravano po 30 mg prosejanih uzoraka (SF) i ekstrahovano sa 
po 150 µL metanola na ultrazvučnom kupatilu tokom 20 min. Dobijeni ekstrakti su 
filtrirani kroz Whatman-ov filter papir br. 4, a filtrati upareni do suva pod strujom 
azota. Ekstrakti su čuvani na sobnoj temperaturi do dalje analize FTIR-om i GCxGC-
qMS (108).  
3.4. Strukturne instrumentalne metode 
3.4.1. Elementalna analiza 
Sadržaj ugljenika, vodonika, azota i sumpora određen je elementarnom 
organskom analizom (EOMA) koristeći Vario EL III CHNS/O automatski analizator 
(Elementar, Hanau, Nemačka).       
3.4.2 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) 
Infracrveni spektri su snimani na instrumentu Nicolet 6700 (Thermo 
Scientific, SAD) metodom prigušene totalne refleksije (eng. attenuated total 
reflectance, ATR) u oblasti od 1800 do 600 cm-1  sa 64 skena i rezolucijom od 4 cm-
1 (109). Snimljeni su spektri sledećih uzoraka: neinokulisana PTK pre inkubacije (0 
dan), neinokulisana PTK nakon inkubacije (90 dana) i inokulisani uzorci PTK 
nakon 90 dana inkubacije. Metanolni ekstrakti su naneti na ATR kristal  kapilarom, 
a kako bi se dobili tanki filmovi rastvarač je uparen u struji azota. Spektri su 
snimani i obrađivani u Omnic 7.0 programu. Vibracione trake su upoređevine sa 
literaturnim podacima (110). 
3.4.3. Hromatografska analiza 
3.4.3.1. GC-MS 
Ekstrakti koji su dobijeni nakon refluktovanja i ekstrakcije za analizu 
masnih kiselina analizirani su pomoću uređaja Agilent 7890 A-5975C GC-MS sa HP-
5 ms kolonom (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). Nosač je bio helijum, a temperatura 




kolone je bila linearno programirana od 50 0C (0 min) do 285 0C sa brzinom 
promene temperature od 4,3 0C/min. Za identifikaciju estara masnih kiselina 
korišćen je BAME standard metil estara bakterijskih masnih kiselina (Supelco) kao 
i poređenje sa NIST5a.L bazom podataka. Sadržaj je određen kao odnos površine 
pika i zbira zapremina svih pikova izražen u procentima.  
3.4.3.2. GCxGC-(HR)TOFMS 
 Prečišćeni ekstrakti aromatične frakcije dobijeni ekstrakcijom uzoraka 
nakon biodegradacionog eksperimenta su upareni do konstantne mase, rastvoreni 
u 1 mL heksana i analizirani GC x GC-(HR)TOFMS. Korišćen je Agilent 7890 A gasni 
hromatograf (Agilent, Wilmington, SAD) sa međusobno povezanim InertCap 
5MS/Sil (45 m x 0,25 mm i.d., 0,10 µm) i BPX50 (0,9 m x 0,1 mm i.d., 0,10 µm) 
kolonama, ‚‚loop jet” modulatorom (Zoex KT2006, Zoex Corp) i TOF masenim 
spektrometrom visoke rezolucije (JeolAccuTOFGCv 4G). Uzorci su injektovani u 
splitless modu pri temperaturi od 280 0C. Helijum je korišćen kao noseći gas, a 
brzina protoka je bila 1,8 mL/min. Temperatura rerne je bila 50 0C tokom 2 min, a 
potom je podignuta do 300 0C brzinom od 3 0C/min. Period modulacije je bio 4 s. 
Temperatura transferne linije je bila 300 0C, a jonskog izvora 280 0C. Opseg 
skeniranja m/z je bio od 33-850. Podaci su analizirani GCImage softverom za 
HRMS (v.2.8 GCImage LLC). 
3.4.3.3. GCxGC-q MS 
Metanolni ekstrakti uzoraka komine grožđa nakon inkubacije od 90 dana su 
derivatizovani sa bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamidom sa trimetilhlorosilanom 
(BSTFA + TMCS, 99:1) tokom 45 min na 60 0C i analizirani GCMS-QP2010 Ultra 
(Shimadzu, Japan) sveobuhvatnim dvodimenzionalnim gasnim hromatogramom sa 
masenim spektrometrom (GCxGC-qMS) sa ZX2 termalnim sistemom modulacije 
(Zoex Corp) koji povezuje dve kolone: nepolarna RtxR-1 (Restek, CrossbondR 
100% dimetil polisiloksan, 30 m, 0,25 mm i.d., 0,25 µm) i srednje polarna BPX50 
(SGE analytical Science, 1 m, 0,1 mm i.d., 0,1 µm). Rerna je bila programirana na 
sledeći način: 40 0C  tokom 5 min, zatim je podignuta do 300 0C brzinom od 5,2 
0C/min. Period modulacije je bio 9 s. Temperatura tranferne linije je bila 300 0C, a 




jonskog izvora 220 0C. Opseg skeniranja m/z je bio od 70-500. Podaci su analizirani 
GCImage (GCImage LLC) 2.8 softverom. Za identifikaciju jedinjenja na osnovu 
poređenja sa masenim spektrima korišćena je biblioteka masenih spektara NIST17.    
3.5. Testovi za ispitivanje fitotoksičnosti 
 Iz uzoraka PTK nakon inkubacije od 90 dana (kontrola i inokulisani uzorci) 
je uzet alikvot od kog je pripremljena VRF iz koje su određene fizičko-hemijske 
osobine uzoraka. Ostatak je osušen na 60 0C kao što je opisano u delu 3.2.2. Iz ovog 
suvog ostataka takođe je pripremljena frakcija rastvorena u vodi- VRFs po istom 
protokolu (111). Ovako dobijena VRFs je filtrirana kroz membranu veličine pora 
0,2 µm i korišćena za test germinacije. Ispitivan je efekat VRFs na germinaciju 
semena salate (Lactuca sativa) i paradajza (Lycopersicon esculentum) prema 
metodi koju su predložili Zucconi i saradnici (112).  Semena su tokom jednog 
minuta površinski sterilisana 1 % natrijum hipohloritom, a potom isprana 6-7 puta 
sterilnom destilovanom vodom. U sterilnim Petri šoljama se nalazio sterilan filter 
papir natopljen VRFs i po 20 semenki salate ili 15 semenki paradajaza. U 
kontrolnim uzorcima filter papir je bio natopljen sterilnom destilovanom vodom. 
Svi eksperimenti su rađeni u triplikatu a ispitivan je uticaj nerazblažene i 
razblažene VRFs (1:2, 1:4, 1:8 u vodi). Eksperimenti su rađeni u mraku na 25 0C. 
Nakon 7 dana, meren je broj semena kod kojih je došlo do germinacije kao i 




gde su G i G0  broj izraslih semenki u uzorku i kontroli redom, a L i L0 su prosečna 



























4. Rezultati i diskusija




U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je degradacija složenih smeša 
organskih aromatičnih zagađujućih supstanci pomoću različitih čistih kultura 
mikroorganizama. Kao model supstrati izabrani su aromatična frakcija dizel 
goriva D2 (AFD) koja predstavlja složenu smešu organskih aromatičnih 
zagađujućih supstanci poreklom iz nafte i komina grožđa, otpadni materijal 
izuzetno bogat aromatičnim jedinjenjima, koji nastaje u procesu pravljenja vina. 
 U prvom delu eksperimenata, koji su se odnosili na degradaciju aromatične 
frakcije dizela, okarakterisani su i identifikovani bakterijski sojevi prethodno 
izolovani iz zemljišta kontaminiranog naftom. Među njima, sojevi CHP-ZH25 i CHP-
NR31 su pokazali najveću sposobnost da degraduju aromatičnu frakciju dizela, pa 
su oni korišćeni za ispitivanje njene degradacije.  Degradacija različitih klasa 
jedinjenja prisutnih u AFD je praćena upotrebom GCxGC- (HR)TOFMS i u cilju lakše 
analize degradacije razvijena je posebna jednačina za vizuelizaciju samo 
degradovanih jedinjenja, koja su se zatim obrađivala u GCImage softveru. 
 Drugi deo eksperimenata posvećen je degradaciji komine grožđa. Ona 
sadrži veliku količinu lignolitičkih vlakana, a u zavisnosti od načina dobijanja može 
da sadrži i šećere, fenole, etanol, antocijane, tanine i dr. Zbog svog sastava, komina 
predstavlja rizik po životnu sredinu, ali i izvor industrijski važnih jedinjenja, pa je 
osim degradacije komine u ovom radu ispitivana i transformacija pomoću šest 
različitih čistih kultura gljiva u cilju pronalaženja optimalnih uslova za smanjenje 
fitotoksičnosti komine grožđa.    
4.1. Biodegradacija aromatične frakcije dizela 
4.1.1. Izolacija i karakterizacija mikroorganizama  
Bakterijski sojevi CHP-ZH25, CHP-NR31, CHP-315, CHP-A35, CHP-Y37 i 
CHP-YG38 su prethodno izolovani iz zemljišta zagađenog ugljovodonicima nafte 
uzorkovanog na teritoriji Srbije. Sojevi su iz zemljišta izolovani višestrukim 
presevima na M3 podlogu kao i na mineralnu podlogu sa 2000 ppm dizela kao 
jedinim izvorom ugljenika (91).  
Na osnovu sekvenciranja gena za 16s rRNA i analizom dobijenih sekvenci 
pomoću BLAST algoritma dostupnog u okviru NCBI GenBank baze podataka, 
utvrđeno je koje su prethodno deponovane sekvence najsličnije našim. Na taj način  




sojevi CHP-ZH25, CHP-NR31, CHP-315, CHP-A35, CHP-Y37 i CHP-YG38 su 
identifikovani, a sekvence deponovane u NCBI GenBank bazi podataka kao 
Oerskovia sp. CHP-ZH25, Rhodoccocus sp. CHP-NR31, Gordonia sp. CHP-315, 
Micrococcus sp. CHP-A35, Sphingobacterium sp. CHP-Y37 and Cupriavidus sp. CHP-
YG38 (Tabela 4.1.). Kulture svih identifikovanih sojeva su deponovane u kolekciji 
kultura ISS WDCM375 Instituta za zemljište u Beogradu pod pristupnim brojevima 
koji se nalaze u tabeli 4.1.  
Tabela 4. 1. Pregled molekularne identifikacije bakterijskih sojeva na osnovu sekvenciranja 
16s rRNA gena, kao i njihovi pristupni brojevi u NCBI Genbank bazi podataka i kolekciji 
kultura ISS WDCM375 
Soj Identifikacija 




Pristupni broj u 
NCBI GenBank 
bazi podataka 





ISS 621 JX430000 





ISS 622 JX965395 





ISS 623 JX429999 





ISS 620 JX965396 
Micrococcus yunnanensis strain 




ISS 624 JX965397 
Pseudomonas aeruginosa strain 




ISS 625 JX965398 
Pseudomonas aeruginosa strain 
DSM 50071 (NR_117678) 
 
 Radi dobijanja uvida u međusobne odnose između izolovanih sojeva, 
urađena je filogenetska analiza sa sekvencama svih sojeva izolovanih i 
okarakterisanih u ovom radu. Filogenetsko stablo je konstruisano ‚‚neighbor-
joining metodom’’ u programu Mega 5.01. (Slika 4.1). 





Slika 4. 1. Filogenetsko stablo konstruisano na osnovu sekvenci sojeva izolovanih iz 
zemljišta zagađenog naftom. E. coli K12 predstavlja spoljašnju grupu 
  
Mikroorganizmi mogu da koriste različita jedinjenja kao izvor ugljenika i 
energije (113). Kako bi se utvrdilo koji od izolovanih sojeva mogu da koriste AFD, 
prvo je ispitana mogućnost rasta svih šest sojeva na različitim izvorima ugljenika. 
Pošto je kontaminacija ugljovodonicima često praćena kontaminacijom teškim 
metalima (114,115), osim mogućnosti rasta na različitim aromatičnim 
ugljovodonicima ispitivana je i osetljivost svih sojeva na teške metale. Rezultati su 
prikazani u tabeli 4.2.  


















Rast na različitim izvorima ugljenika1 
Fenol + + + - + - 
Fenantren + + - - + - 
3,4- dihidroksibenzoeva 
kiselina 
- - - - - - 
4- hidroksibenzoeva 
kiselina 
+ + + + + + 
Natrijum-benzoat - + - - + - 
Motorno ulje +++ +++ +++ + + + 
Dizel +++ +++ ++ + +++ + 
Osetljivost na teške metale2 
Cd 2.5 <1 10 2.5 10 10 
Ni 50 >50 10 50 10 10 
Cu 10 5 25 10 10 10 
Zn 10 2.5 10 10 10 2.5 
Cr 10 2.5 2.5 10 >10 5 
1Prisustvo i odsustvo rasta su obeleženi kao – i +. Za motorno ulje i dizel, intenzitet rasta je označen kao + (minimalni rast), ++ (srednji rast), +++ (najbolji 
rast) 
2Osetljivost je izražena kao minimalna inhibitorna koncentracija (mmol/L) 




Svi ispitivani sojevi su uspešno koristili 4-hidroksibenzoevu kiselinu, dizel i 
motorno ulje kao izvor ugljenika. Suprotno, nijedan soj nije mogao da koristi 3,4-
dihidroksibenzoevu kiselinu. Među ispitivanim sojevima, Sphingobacterium sp. 
CHP-Y37, Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodococcus sp. CHP-NR31 su uspešno koristili 
najveći broj različitih aromatičnih ugljovodonika, posebno dizel i motorno ulje. 
Dodatno, u poređenju sa ostalima, Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodococcus sp. CHP-
NR31 su pokazali dosta visoku rezistenciju na teške metale, posebno na nikl. Zbog 
pomenutih osobina, sojevi Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodococcus sp. CHP-NR31 su 
odabrani za dalje ispitivanje biodegracije AFD.  
4.1.1.1. Oerskovia sp. CHP-ZH25 
Sekvenciranjem gena za 16s rRNA utvrđeno je da soj CHP-ZH25 pripada 
rodu Oerskovia. Ovaj rod pripada familiji Cellulomonadaceae i redu Micrococcales, 
klase Actinobacteria (116). Kako bi se detaljnije analizirale biohemijske karakteristike 
ovog soja, ispitivana je produkcija ekstracelularnih i respiratornih enzima Api 
Coryne testom. Pokazano je da soj CHP-ZH25 daje pozitivnu reakciju na oksidazu, 
katalazu, redukciju nitrata do nitrita, pirazimidazu, α-glukozidazu, β-galaktozidazu, 
ureazu, β-glukozidazu, hidrolizu želatina i fermentaciju glukoze, riboze, ksiloze, 
maltoze, laktoze, saharoze i glikogena. Negativne reakacije bile su na pirolidonil-
arilamidazu, N-acetil-β-glukozidazu, alkalnu fosfatazu, β-glukuronidazu, 
pirazinamidazu i fermentaciju manitola. U poređenju sa DSM sojem 43852 tipske 
vrste Oerskovia enterophila, kojoj je ispitivani soj CHP-ZH25 najsličniji, uočava se 
razlika u samo dve reakcije: pirazinamidazi i hidrolizi želatina. 
Analiza metil estara masnih kiselina prikazana je u tabeli 4.3. Dominantne 
masne kiseline su anteizo-pentadekanska, izo-pentadekanska i n-heksadekanska, 
što je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima (116). U odnosu na tipski soj 
Oerskovia enterophila DSM 43852, soj Oerskovia sp. CHP-ZH25 ima veći procenat 
izo-pentadekanske, a manji anteizo-heptadekanske kiseline (117).  
 




Tabela 4. 3. Sadržaj ćelijskih masnih kiselina soja Oerskovia sp CHP-ZH25, % od ukupno 
detektovanih. Masne kiseline su obeležene kao ukupan broj C-atoma: broj dvostrukih veza. 
Prefiksi n-, i-, ai- označavaju kiseline normalnog lanca, izo- i anteizo- račvanje. 
Masne kiseline Zastupljenost, % Masne kiseline Zastupljenost, % 
i14:0 0,62 i 16:0 3,27 
n14:0 4,49 n16:0 10,6 
i 15:0 10,24 i 17:0 5,48 
ai 15:0 62,32 ai17:0 0,21 
n15:0 1,65 n17:0 1,13 
 
4.1.1.2. Rhodococcus sp. CHP-NR31 
Sekvenciranjem gena za 16s rRNA utvrđeno je da soj CHP-NR31 pripada 
rodu Rhodococcus. Ovaj rod je član porodice Nocardiaceae i reda Corynebacteriales, 
klase Actinobacteria (116). Detaljnija biohemijska karakterizacija ovog soja je 
rađena Api Zym i Api CH50 testovima. Soj CHP-NR31 je pokazao pozitivnu reakciju 
na esterazu C4, esterazu lipazu C8, lipazu C14, leucin i cistein arilamidazu, kiselu 
fosfatazu, α-galaktozidazu, β-galaktozidazu i α-glukozidazu. Negativne reakcije bile 
su na alkalnu fosfatazu, valin arilamidazu, tripsin, α-himotripsin, β-glukuronidazu, 
β-glukozidazu, N-acetil-β-glukozaminidazu, α-manozidazu i α-fukozidazu. Takođe, 
test je pokazao da soj može da asimiluje sledeća jedinjenja: glicerol, eritritol, D-
arabinozu, L-arabinozu, ribozu, D-ksilozu, adonitol, metil-D-ksilopiranozid, 
galaktozu, glukozu, fruktozu, manozu, L-sorbozu, L-ramnozu, dulcitol, inozitol, 
manitol, sorbitol, metil-D-manopiranozid, metil-D-glukopiranozid, N-acetil-
glukozamin, amigdalin, arbutin, salicin, celobiozu, maltozu, D-laktozu, melobiozu, 
saharozu, trehalozu, inulin, melezitozu, rafinozu, ksilitol i D-arabitol. Reakcije za 
asimilaciju eskulina, skroba, glikogena, genitiobioze, turanoze, liksoze, tagatoze, D-
fukoze, L-fukoze, L-arabitola, glukonata, 2-ketoglukonata i 5-ketoglukonata su bile 
negativne. Od tipske vrste Rhodococcus cerastii C5, ispitivani soj se razlikovao po 
sposobnosti da asimiluje eskulin, odnosno po negativnoj reakciji na β-glukozidazu. 
Rezultati analize metil estara masnih kiselina prikazani su u tabeli 4.4. 
Dominantne masne kiseline su n-heksadekanska, oktadecenske, n-tetradekanska i 
10-metil-oktadekanska što je bilo u skladu sa prethodno opisanim sojevima ove 




vrste (116,118). Soj CHP-NR31 se od tipske vrste Rhodococcus cerastii C5 kojoj je 
najsličniji, razlikovao po manjoj količini račvastih masnih kiselina izuzev 10-metil-
oktadekanske kiseline (118).  
Tabela 4. 4. Sadržaj ćelijskih masnih kiselina soja Rhodococcus sp CHP-NR31, % od ukupno 
detektovanih. Masne kiseline su obeležene kao ukupan broj C-atoma: broj dvostrukih veza. 
Prefiksi n-, i-, ai- označavaju kiseline normalnog lanca, izo- i anteizo- račvanje. 
Masne kiseline Zastupljenost, % Masne kiseline Zastupljenost, % 
n12:0 0,51 n17:0 1,14 
n14:0 6,73 cis Δ9-18:1 7,58 
i15:0 1,34 trans-Δ9 18:1 i cis- Δ9 18:1  26,85 
n15:0 3,24 n18:0 1,30 
16:1 5,93 10-metil-18:0 6,33 
n16:0 39,07   
 
4.1.2. Test respiracije 
 Na osnovu ispitivanja rasta bakterija na različitim izvorima ugljenika i 
osetljivosti na teške metale, sojevi CHP-ZH25 i CHP-NR31 su odabrani za dalje 
eksperimente biodegradacije AFD. Kako bi se potvrdilo da odabrani sojevi mogu da 
koriste AFD, u ovom radu, upotrebom Micro Oxymax respirometra, praćena je 
potrošnja kiseonika i produkcija ugljen-dioksida kod sojeva Oerskovia sp. CHP-
ZH25 i Rhodococcus sp. CHP-NR31 tokom sedam dana biodegradacije AFD. 
Dobijeni rezultati su obrađeni Micro Oxymax softverom, a potrošnja i produkcija 
gasova izražene su µL i opisane kao kumulativna potrošnja/produkcija. Rezultati 
su prikazani na slici 4.2. 






Slika 4. 2. Kumulativna a) potrošnja kiseonika i b) produkcija ugljen-dioksida tokom 7 dana 
degradacije AFD sojevima Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodococcus sp. CHP-NR31  
Iz respirometrijskih rezultata uočava se da tokom prvih 20 h nema razlike 
između uzorka kontrole  i uzorka inokulisanih  bakterijama. Ovaj period odgovara 
fazi prilagođavanja mikroorganizma uslovima sistema. Nakon toga razlike u 
potrošnji kiseonika i produkciji ugljen-dioksida u odnosu na abiotičku kontrolu 
rastu, pri čemu je najveća razlika na kraju eksperimenta.  
Velike razlike u potrošnji i produkciji gasova između kontrolnog i uzoraka 
inokulisanih bakterijama dovodi do zaključka da su metabolički procesi intenzivni 
u oba inokulisana uzorka, i da oba soja mogu da koriste AFD kao izvor ugljenika. 
Takođe, primetne su i razlike u produkciji ugljendioksida između inokulisanih 
uzoraka. Najizraženija razlika u produkciji ugljen-dioksida ispitivanih sojeva bila je 
između 60-120 h, pri čemu je produkcija od strane soja Rhodococcus sp. CHP-NR31 
bila izraženija i dostigla plato nakon 120 h (1510 µL). Međutim, produkcija gasa u 
uzorku sa Oerskovia sp. CHP-ZH25 je i dalje nastavila da raste i nakon 159 h 
iznosila je 1802 µL. Razlike u potrošnji kiseonika između dva inokulisana uzorka 
nisu bile toliko izražene.  
 




4.1.3. Analiza biodegradacije AFD sveobuhvatnom dvodimenzionalnom 
gasnom hromatografijom sa masenim spektrometrom visoke rezolucije 
GCxGC-(HR)TOFMS 
Dizel gorivo u najvećoj meri čine zasićeni ugljovodonici, a pored njih 
prisutna su i aromatična jedinjenja kao što su naftaleni, alikil-benzeni i 
visokomolekulski PAH-ovi. Prisustvo PAH-ova predstavlja posebnu opasnost, 
pošto ova jedinjenja pripadaju grupi koja često ispoljava karcinogena, mutagena i 
toksična svojstva u životnoj sredini (4). Kako bi se ispitala mogućnost 
biodegradacije PAH-ova iz dizela, u okviru ovog rada aromatična frakcija je 
odvojena iz dizel goriva D2. 
Aromatična frakcija (AFD) je u više ponavljanja odvojena iz dizel D2 goriva 
hromatografijom na koloni i uparena do konstantne mase. Dobijene mase su bile 
između 88,0 - 116,7 mg, što predstavlja 1,76 - 2,3 % od ukupne mase dizela. 
Elementalna analiza je pokazala da AFD sadrži 86,9 % ugljenika, 11,0 % vodonika, 
0,4 % azota i 1,7 % sumpora. Sve dobijene frakcije su spojene u jedan, kompozitni 
uzorak koji je korišćen za dalje eksperimente.  
 Potencijal sojeva Oerskovia sp. CHP-ZH25 i Rhodococcus sp. CHP-NR31 da 
degraduju AFD je određen gravimetrijski nakon 10, 20 i 30 dana. Rezultati 
gravimetrije izraženi kao procenat degradacije AFD u abiotičkoj kontroli kao i u 
inokulisanom uzorku prikazani su na slici 4.3 zajedno sa brojem mikroorganizama 
posle 10, 20 i 30 dana. Prosečna brzina degradacije izračunata iz gravimetrijskih 
rezultata, iznosila je 14,4 mg/L/dan (od 0-10 dana), 10,5 mg/L/dan (10-20 dan) i 
4,0 mg/L/dan (20-30 dan) u uzorku inokulisanom sojem Oerskovia sp. CHP-ZH25.  
Kod uzorka inokulisanog sojem Rhodococcus sp. CHP-NR31 prosečne brzine 
degradacije bile su 12,5 mg/L/dan (od 0-10 dana), 10,8 mg/L/dan (10-20 dan) i 
4,2 mg/L/dan (20-30 dan).  Gubitak u abiotičkoj kontroli do kog dolazi usled 
nepotpune ekstrakcije nije bio veliki i u saglasnosti je sa dosadašnjim rezultatima 
sličnih eksperimenata (119,120). 





Slika 4. 3. Broj mikroorganizama i procenat degradacije AFD tokom 30 dana degradacije. 
Kvadrati, trouglovi i zvezdice na punim linijama označavaju procenat degradacije u uzorku 
inokulisanom sojem Rhodococcus sp. CHP-NR31 (ljubičasto), Oerskovia sp. CHP-ZH25 
(zeleno) i abiotičkom kontrolom (plavo) redom. Iste oznake na isprekidanoj liniji 
predstavljaju broj mikroorganizama. Svi rezultati predstavljaju srednju vrednost tri 
ponavljanja 
 
Brojne studije su pokazale da su konzorcijumi mikroorganizama efikasniji u 
degradaciji u poređenju sa čistim kulturama, posebno kada su u pitanju 
kompleksne smeše zagađujućih supstanci (121–123). Međutim, za uspešnu 
selekciju vrsta koje će se koristiti u procesima bioaugmentacije, neophodno je 
ispitati degradacione sposobnosti pojedinačnih vrsta. Većina ispitivanja 
degradacije različitih PAH-ova je rađena koristeći pripadnike klase Actinobacteria, 
kao što su Rhodococcus, Micrococcus i Mycobacteria (121,124–126). Odavno je 
poznato da rod Rhodococcus odlikuje ogromna katabolička raznovrstnost i 
prisustvo brojnih enzima, koji omogućavaju degradaciju različitih organskih i 
perzistentnih zagađujućih supstanci među kojima su i PAH-ovi (127). Nedavno je 
potvrđeno da soj Oerskovia sp. može da koristi različite PAH-ove kao jedini izvor 
ugljenika (128), međutim nema podataka o tome da li ovaj soj može da degraduje 
smeše PAH-ova.  




Kako bi se ispitala degradacija aromatične frakcije dizela, uzorci nakon 
degradacije su ekstrahovani heksanom, upareni do suva, prečišćeni na koloni sa 
anhidrovanim natrijum-sulfatom i Florisil-om, pa potom analizirani pomoću GCxGC-
(HR)TOFMS. 
Na slici 4.4 prikazan je dvodimenzionalni ukupni jonski hromatogram (2D 
TIC, total ion chromatogram) nakon 30 dana inkubacije abiotičke kontrole, 
odnosno uzorka AFD koji nije bio inokulisan bakterijama. Sa hromatograma se vidi 
da su u abiotičkoj kontroli prisutne različite klase jedinjenja u ovom uzorku: 
naftaleni, acenafteni/bifenili, acenaftileni, fluoreni, fenantreni/antraceni, 
benzo[b]tiofeni i dibenzotiofeni. 
 
 
Slika 4. 4. GC x GC- (HR)TOFMS hromatogram abiotičke kontrole aromatične frakcije dizela 
nakon 30 dana inkubacije 
Kako bi se detaljnije ispitala jedinjenja koja Rhodococcus sp. CHP-NR31 i 
Oerskovia sp. CHP-ZH25 degraduju, analizirane su promene u masenim spektrima 
tokom degradacije. Svi hromatogrami su prvo obrađeni u softeru GCImage, na 




sledeći način:  
1) automatski je ispravljena bazna linija,  
2) podešen je intenzitet boje tako da bude jednak kod svih (korišćena 
konfiguracija: RGB Rainbow, parametric: min 0, max 3000000),  
3) automatski su detektovane tačke na hromatogramu (parametri 
integracije: minimalna površina 15, minimalna zapremina 0, minimalna visina pika 
10),  
4) sve detektovane tačke su upoređene sa NIST 17 bibliotekom masenih 
spektara.  
Nakon ovakve obrade u GCImage softveru, u uzorku abiotičke kontrole 
pronađeno je 1624 tačke, u uzorku sa CHP-ZH25 1326 tačaka, a u uzorku CHP-
NR31 1062 tačke.   
Za poređenje podataka dobijenih GCxGC-(HR)TOFMS korišćene su tri 
metode obrade hromatograma. 
U prvoj metodi, radi poređenja uzorka abiotičke kontrole sa inokulisanim 
uzorcima, od hromatograma abiotičke kontrole su oduzeti hromatogrami uzoraka 
inokulisanih bakterijama. Četiri tačke (A, B, C, D) su odabrane kako bi se koristile 
kao markeri, pošto uzorci nisu sadržali interni standard. Međutim, oduzimanjem 
ova dva hromatograma dolazi do preuveličavanja intenziteta tačaka degradovanih 
jedinjenja kao i do delimične promene u masenim spektrima četiri jedinjenja 
odabrana za poređenje (slika 4.5).  





Slika 4. 5. Metod I za vizuelizaciju degradovanih jedinjenja, kao i maseni spektri jedinjenja A, 
B,C i D nakon primene metode I 
 
Kako bi se vizuelizovala degradovana jedinjenja, ali i izbeglo precenjivanje 
intenziteta tačaka, korišćena je metoda II (slika 4.6). U ovom slučaju ponovo je od 
uzorka abiotičke kontrole oduzet hromatogram inokulisanog uzorka, ali je potom 
ova razlika podeljena hromatogramom abiotičke kontrole. Međutim, usled 
karakteristika instrumenta, došlo je do fluktuacije intenziteta i preciznih masa 
spektara pri svakom merenju, što je dovelo do stvaranja artificijelnih masenih 
spektara koji ne postoje u stvarnosti.  





Slika 4. 6. Metod II za vizuelizaciju degradovanih jedinjenja i maseni spektri jedinjenja A, B,C 
i D nakon primene metode II 
 
Na kraju, trećom metodom za vizuelizaciju (slika 4.7) prvo je izračunat 
faktor koji predstavlja promenu svakog jedinjenja, odnosno svake tačke na 
hromatogramu. Ovaj faktor dobija se kada se razlika hromatograma abiotičke 
kontrole i inokulisanog uzorka podeli abiotičkom kontrolom. Za razliku od metode 
II, u ovom slučaju su umesto hromatograma koji sadrže podatke o masenim 
spektrima, korišćeni ‚‚total intensity (TI)’’ hromatogrami. TI hromatogrami se 
dobijaju tako što se sirovi hromatogrami sačuvaju kao fajlovi sa  .csv ekstenzijom i 
potom otvore i sačuvaju sa ekstenzijom koju imaju klasični hromatogrami (.gci). 
Upotrebom TI hromatograma sprečava se stvaranje lažnih masenih spektara koji 
nastaju usled aritmetičkih operacija sa hromatogramima koji sadrže podatke o 
masenim spektrima. Računanje ovog faktora može da se predstavi i sledećom 
jednačinom: 




        (4.1) 
gde su i  ukupni intenziteti svakog jedinjenja tj. tačke  abiotičke 
kontrole i uzorka inokulisanog bakterijama nakon 30 dana degradacije.  
Računanjem faktora dobijaju se hromatogrami koji prikazuju degradovana 
jedinjenja i njihove intenzitete. Kako bi se identifikovala degradovana jedinjenja, tj. 
analizirale i promene svih masenih spektara, faktor  je pomnožen sa svakom 
tačkom (tj. svakim jedinjenjem) u hromatogramu abiotičke kontrole koji sadrži 
informacije o masenim spektrima (slika 4.7).  
 
Slika 4. 7. Metod III za vizuelizaciju degradovanih jedinjenja 
 
Korišćenjem treće metode omogućava se vizuelizacija jedinjenja koja su 
degradovana umesto onih koja su preostala u uzorku nakon degradacije, uz 
mogućnost analize intenziteta i masenih spektara svake tačke na hromatogramu. 




Rezultati ovog pristupa su prikazani na slici 4.8 gde se vide hromatogrami uzoraka 
nakon 30 dana inkubacije inokulisanih sojevima CHP-NR31 i CHP-ZH25 i 
hromatogrami ovih uzoraka dobijeni upotrebom metode III.  
 
Slika 4. 8. Poređenje hromatograma uzoraka dobijenih nakon 30 dana inkubacije A) 
Rhodococcus sp. CHP-NR31 i C) Oerskovia sp CHP-ZH25 sa hromatogramima jedinjenja koja 
degraduju sojevi B) CHP-NR31 i D) CHP-ZH25 dobijenim korišćenjem metode III za 
vizuelizaciju 
Sa slike 4.8 A-D se vidi da nakon 30 dana inkubacije uzoraka inokulisanih i 
CHP-ZH25 i CHP-NR31 dolazi do promene u broju aromatičnih jedinjenja koja su 
vidljiva na hromatogramu u odnosu na uzorak abiotičke kontrole. Takođe, 
primećuje se da dolazi i do degradacije alifatičnih alkana, koji su u uzorku AFD 
prisutni zbog nepotpunog odvajanja aromatične frakcije od preostalih komponenti 
dizela D2. Jedinjenja koja izlaze sa kolone do četrdesetog minuta su primetno 
manje zastupljena na hromatogramima u poređenju sa kontrolom. Dobijeni 




rezultati su očekivani s obzirom na to da su ova jedinjenja podložnija mikrobnoj 
degradaciji (129,130).  
Kako bi se ispitala degradacija različitih klasa aromatičnih jedinjenja 
kreirani su selektivni jonski hromatogrami (SIC) koristeći ± 0,1 teorijske mase 
(Tabela 4.5).   
 









0 C10H8 128 128,0626 
1 C11H10 142 142,0782 
2 C12H12 156 156,0939 
3 C13H14 170 170,1095 
4 C14H16 184 184,1252 
5 C15H18 198 198,1408 
6 C16H20 212 212,1565 
7 C17H22 226 226,1722 
8 C18H24 240 240,1878 
Acenafteni/bifenili 
0 C12H10 154 154,0782 
1 C13H12 168 168,0939 
2 C14H14 182 182,1095 
3 C15H16 196 196,1252 
4 C16H18 210 210,1408 
5 C17H20 224 224,1565 
6 C18H22 238 238,1721 
7 C19H24 252 252,1878 
8 C20H26 266 266,2034 
9 C21H28 280 280,2191 
10 C22H30 294 294,2348 
Fenantreni/Antraceni 
0 C14H10 178 178,0782 
1 C15H12 192 192,0939 
2 C16H14 206 206,1095 
3 C17H16 220 220,1252 
4 C18H18 234 234,1409 
5 C19H20 248 248,1565 
6 C20H22 262 262,1722 
7 C21H24 276 276,1878 
8 C22H26 290 290,2034 
9 C23H28 304 304,2191 
10 C24H30 318 318,2348 
Acenaftileni 
0 C12H8 152 152,0626 
1 C13H10 166 166,0782 
2 C14H12 180 180,0939 
3 C15H14 194 194,1095 
4 C16H16 208 208,1252 
5 C17H18 222 222,1409 
6 C18H20 236 236,1565 
7 C19H22 250 250,1721 
8 C20H24 264 264,1878 












0 C13H10 166 166,0782 
1 C14H12 180 180,0939 
2 C15H14 194 194,1095 
3 C16H16 208 208,1252 
4 C17H18 222 222,1409 
5 C18H20 236 236,1565 
6 C19H22 250 250,1722 
7 C20H24 264 264,1878 
8 C21H26 278 278,2035 
9 C22H28 292 292,2191 
10 C23H30 306 306,2348 
Benzo[b]tiofeni 
0 C8H6S 134 134,0190 
1 C9H8S 148 148,0347 
2 C10H10S 162 162,0503 
3 C11H12S 176 176,0660 
4 C12H14S 190 190,0816 
5 C13H16S 204 204,0973 
6 C14H18S 218 218,1129 
Dibenzotiofeni 
0 C12H8S 184 184,0347 
1 C13H10S 198 198,0503 
2 C14H12S 212 212,0660 
3 C15H14S 226 226,0816 
4 C16H16S 240 240,0973 
5 C17H18S 254 254,1129 
6 C18H20S 268 268,1286 
7 C19H22S 282 282,1442 
8 C20H24S 296 296,1599 
 
Za detaljniju analizu odabrane su sledeće klase jedinjenja: naftaleni, 
acenaftileni, acenafteni/bifenili, fluoreni, fenantreni/antraceni, benzo[b]tiofen i 
dibenzotiofeni.  Ova jedinjenja su odabrana zbog relativno velike zastupljenosti u 
uzorku aromatične frakcije dizela, kao i zbog svog štetnog uticaja na životnu 
sredinu i ljude. 
Dvodimenzionalni selektivni jonski hromatogrami (SIC) koji predstavljaju 
degradaciju različitih klasa jedinjenja prikazani su na slikama 4.9-4.22.  





Slika 4. 9. Selektivni jonski hromatogram za m/z 128,0626 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 10. Selektivni jonski hromatogram za m/z 142,0783; 156,0939; 170,1096; 184,1252; 198,1409; 
212,1565; 226,1722; 240,1878 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) CHP-ZH25 degradovana 
jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 11. Selektivni jonski hromatogram za m/z 154,0783 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja  
 
Slika 4. 12. Selektivni jonski hromatogram za m/z 168,0939; 182,1096; 196,1252; 210,1409; 224,1565;  
238,1722; 252,1878; 266,2035; 280,2192; 294,2349 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) CHP-
ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 13. Selektivni jonski hromatogram za m/z 152,0626 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 





Slika 4. 14. Selektivni jonski hromatogram za m/z 166,0783; 180,0939; 194,1096;208,1252; 222,1409; 
236,1565; 250,1722; 264,1878 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) CHP-ZH25 degradovana 
jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 15. Selektivni jonski hromatogram za m/z 166,0783 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 16. Selektivni jonski hromatogram za m/z 180,0939; 194,1096; 208,1252; 222,1409; 236,1565; 
250,1722; 264,1878; 278,2035; 292,2192; 306,2349 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) CHP-
ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 17. Selektivni jonski hromatogram za m/z 178,0783 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 





Slika 4. 18. Selektivni jonski hromatogram za m/z 192,0939; 206,1096; 220,1252; 234,1409; 248,1565; 
262,1722; 276,1878; 290,2035; 304,2191; 318,2349 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) CHP-
ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 19. Selektivni jonski hromatogram za m/z 134,0190 nakon 30 dana A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 20. Selektivni jonski hromatogram za m/z 148,0347; 162,0503; 176,0660; 190,0816; 204,0973; 
218,1129 nakon 30 dana A) Abiotička kontrola; (B) CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 
degradovana jedinjenja 
 
Slika 4. 21. Selektivni jonski hromatogram za m/z 184,0347 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) 
CHP-ZH25 degradovana jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 





Slika 4. 22. Selektivni jonski hromatogram za m/z 198,0503; 212,066; 226,0816; 240,0973; 254,1129; 
268,1286; 282,1442; 296,1599 nakon 30 dana (A) Abiotička kontrola; (B) CHP-ZH25 degradovana 
jedinjenja; (C) CHP-NR31 degradovana jedinjenja 
 
Na osnovu dobijenih hromatograma jasno je da su više degradovana 
jedinjenja nižih molekulskih masa. Relativni procenat degradacije odabranih PAH-
ova dobijen na osnovu smanjenja ukupne zapremine svake tačke prikazan je u 
tabeli 4.6.  
Kod soja Oerskovia sp. CHP-ZH25 redosled degradacije je sledeći: 
derivati dibenzotiofena >derivati benzo[b]tiofena > derivati naftalena > derivati 
acenaftena/bifenila > derivati acenaftilena > alkil naftaleni > derivati fluorena > 
alkil acenafteni/alkil bifenili > alkil benzo[b]tiofeni > alkil dibenzotiofeni > derivati 
fenantrena/antracena > alkil acenaftileni > alkil fluoreni > alkil 
fenantreni/antraceni.  
Redosled degradacije kod soja Rhodococcus sp. CHP-NR31 je sledeći: 
derivati naftalena > derivati acenaftena/bifenila > derivati acenaftilena > derivati 
benzo[b]tiofena > alkil naftaleni > derivati dibenzotiofena > derivati fluorena > 
alkil acenafteni/alkil bifenili > alkil benzo[b]tiofeni > alkil dibenzotiofeni > derivati 
fenantrena/antracena > alkil acenaftileni > alkil fenantreni/antraceni > alkil 
fluoreni.




Tabela 4. 6. Procenti degradacije odabranih PAH jedinjenja dobijeni na osnovu vrednosti ukupne zapremine pikova 
PAH derivati 
Zapremina pikova Procenat degradacije (%) 
Abiotička kontrola Test sa sojem CHP-ZH25 
Test sa sojem CHP-
NR31 
Test sa sojem CHP-ZH25 
Test sa sojem CHP-
NR31 
Ukupni jonski hromatogram 26826654956 13292252155 18786706466 50,40 29,97 
Derivati naftalena 347895815 108714773 84295156 68,80 75,80 
Alkil- naftaleni 781660154 349919820 306488946 55,20 60,80 
Derivati acenaftilena 281387830 119977763 103356094 57,40 63,20 
Alkil-acenaftileni 599884088 485650151 466628333 19,00 22,20 
Derivati acenaftena/bifenila 129873835 45544167 38091996 64,90 70,70 
Alkil-acenafteni/ alkil-bifenili 849874364 552383524 531086490 35,00 37,50 
Derivati fluorena 212986435 113697899 108952723 46,60 48,80 
Alkil-fluoreni 393500004 372191256 369461694 5,40 6,10 
Derivati fenantrena/antracena 213028732 164704559 158509214 22,70 25,60 
Alkil-fenantreni/alkil-antraceni 197588730 196675322 176485722 0,50 10,70 
Derivati benzo[b]tiofena 8201017 2242315 3130328 72,70 61,80 
Alkil- benzo[b]tiofeni 275631217 193953150 180510884 29,60 34,50 
Derivati dibenzotiofena 3825050 82068 1795478 97,90 53,10 
Alkil-dibenzotiofeni 71739479 55039479 53352651 23,30 25,60 
 




Na osnovu dobijenih rezultata, vidi se da Oerskovia sp CHP-ZH25 u najvećoj 
meri degraduje derivate dibenzotiofena (m/z 184,0347; 97,9 %) i benzo[b]tiofena 
(m/z 134,0190; 72,7 %) koji su skoro potpuno degradovani, a najslabije alkil 
fenantrene/antracene (0,5%). Rhodococcus sp. CHP-NR31 u najvećoj meri 
degraduje derivate naftalena (m/z 128,0626; 75,8 %) i acenaftena/bifenila (m/z  
154.07825; 63,2 %), a u najmanjoj meri alkil fluorene (6,1 %). Poznato je da su  
PAH-ovi niže molekulske mase bolji izvor ugljenika za mikroorganizme (130–132). 
Visokomolekulski PAH-ovi se degraduju tek nakon što se oni sa manjim masa 
potroše ili ko-metabolizuju sa drugim supstratima (133,134). Degradacija 
alkilovanih PAH-ova je zavisila od stepena alkilovanja, pri čemu su jedinjenja sa 
visokim stepenom alkilacije slabo degradovana (131). Međutim, ponekad prisustvo 
fenantrena inhibira degradaciju pirena, a fluoranten inhibira degradaciju 
antracena i pirena (135,136). 
Veoma je interesantno da oba soja mogu da degraduju dibenzotiofen i 
benzo[b]tiofen, pri čemu je Oerskovia sp. CHP-ZH25 značajno efikasnija u ovom 
procesu. Ovi sojevi pripadaju klasi Actinobacteria, a ranije je pokazano da neki 
pripadnici ove klase mogu da ukone sumpor iz dibenzotiofena (137). Iz ovoga sledi 
da, osim što mogu da koriste PAH kao jedini izvor ugljenika, pomenuti sojevi mogu 
da koriste i PAH jedinjenja koja imaju heteroatom. 
4.2. Biodegradacija komine grožđa 
Među mikroorganizmima koji se koriste za revalorizaciju organskog otpada, 
gljive imaju posebno važnu ulogu zbog sposobnosti da degraduju teško razgradive 
biljne polimere i druga toksična jedinjenja, kao i da recikliraju azot (138,139). 
Komina je otpadni materijal koji nastaje u procesu proizvodnje vina. Sastav komine 
može da varira, a zavisi od načina gajenja i sorte grožđa kao i procesa proizvodnje 
vina. Dominantna komponenta komine su lignocelulozna vlakna (43-75 %), zbog 
čega je ovaj materijal slabo degradabilan (22). Od značaja je i prisustvo fenolnih 
jedinjenja koja, iako imaju potencijalno značajnu industrijsku primenu, doprinose 
toksičnosti komine (30). U okviru ovog rada, šest gljiva, među kojima su gljive bele 
i braon truleži, inokulisane su na PTK, kako bi se ispitao uticaj kombinovanog 
termalnog i biološkog tretmana na sastav komine grožđa. 




4.2.1. Fizičko-hemijska svojstva parom tretirane komine grožđa 
Ispitivana su različita fizičko-hemijska svojstva neinokulisane PTK (nPTK0), 
neinokulisane PTK nakon 90 dana inkubacije (nPTK90) i PTK inokulisane gljivama 
nakon 90 dana inkubacije, kao i odgovarajućih VRF. Rezultati su prikazani u tabeli 
4.7. 
Tabela 4. 7. Parom tretirana komina (PTK) grožđa inokulisana mikroorganizmima i 












TRSC (mM) Abs. 395 nm 
nPTK0 nd 3,55 ± 0,02 4,09 ± 0,1 12,62 ± 0,96 0,96 ± 0,05 0,27 ± 0,02 
nPTK90 nd 3,63 ± 0,05e 6,97 ± 0,40d 11,91 ± 0,40b 0,95 ± 0,02b 0,15 ± 0,02c 
LPSC 
232 
18,04 ± 2,84d 4,87 ± 0,12b 15,24 ± 1,01a 2,56 ± 0,54e 0,58 ± 0,06d 0,22 ± 0,04bc 
LPSC 
285 
20,03 ± 1,57cd 4,01 ± 0,02d 14,23 ± 1,39a 1,04 ± 0,06f 0,38 ± 0,03e 0,15 ± 0,01c 
LPSC 
163 
21,75 ± 1,32c 4,17 ± 0,12cd 15,10 ± 1,50a 4,30 ± 0,81d 1,08 ± 0,03a 0,17 ± 0,01c 
LPSC 
735 
25,63 ± 2,83b 4,37 ± 0,07c 12,34 ± 1,77b 13,44 ± 1,01a 1,09 ± 0,10a 0,47 ± 0,06b 
FALH 18 22,42 ± 1,93c 4,25 ± 0,49cd 9,44 ± 0,96c 6,93 ± 0,75c 0,75 ± 0,03c 0,19 ± 0,03bc 
LPSC 
813 
32,05 ±1,72a 8,41 ± 0,09a 2,76 ± 0,75e 7,77 ± 0,10c 0,90 ± 0,10b 1,67 ± 0,52a 
1Prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost i standardne devijacije tri ponavljanja, između podataka obeleženih različitim 
slovom (a-f) postoji statistički značajna razlika (Tukey test, p < 0,05), nd-nije određivano 
  
Između VRF uzoraka nPTK0 i nPTK90 primetne su manje razlike u sadržaju 
amonijačnog azota i fenola, ostale vrednosti su slične, što ukazuje da se PTK nije 
previše izmenila tokom inkubacije.  
Rezultati iz tabele 4.7 ukazuju da je svih šest inokulisanih gljiva moglo da 
raste na PTK. Pošto su mogle da koriste PTK kao jedini izvor energije, došlo je do 
smanjenja mase kao i promene u fizičko-hemijskim osobinama. Najveći gubitak 
mase bio je u uzorku inokulisanom sojem U. botrytis (32 % nakon 90 dana). Kod 
ostalih sojeva gubitak mase je bio između 18 i 26 %, ali nisu sve promene bile 
statistički značajne. Najmanji gubitak mase bio je u uzorku inokulisanom sojem C. 
rigida LPSC 232. Sojevi koji pripadaju gljivama bele i braon truleži C. rigida, Pe. 
albobadia, Py. sanguineus i G. sepiarium poseduju različite lignolitičke enzime (43), 




pa bi bilo očekivano da upravo ovi sojevi pokažu najveći procenat degradacije 
komine, što nije bio slučaj. U. botrytis LPSC 813 ima veoma slabu lignolitičku 
aktivnost (95), što ukazuje da postoji dodatni mehanizam kolonizacije komine, što 
bi objasnilo najveći procenat degradacije PTK u odnosu na sve druge ispitivane 
sojeve.  
Sadržaj redukovanih šećera (TRSC) je smanjen kod uzoraka inokulisanih 
sojevima Pe. albobadia, C. rigida, U. botrytis LPSC 813 i T. harzianum FALH 18, a 
povećan kod G. sepiarium LPSC 735 i Py. sanguineus LPSC 163. Varijacije u sadržaju 
šećera u VRF mogu da budu posledica odnosa između aktivnosti 
depolimerizacionih enzima i sposobnosti gljiva da apsorbuju nastale rastvorne 
šećere.  
Sadržaj fenola je smanjen u svim uzorcima u poređenju sa kontrolom, osim 
u uzorku inokulisanom G. sepiarium. Najveće smanjenje u sadržaju fenola je kod 
uzorka sa Pe. albobadia LPSC 285. 
Sadržaj obojenih supstanci je sličan u svim uzorcima osim u uzorku 
inokulisanom sa U. botrytis LPSC 813  gde je došlo do povećanja u poređenju sa 
nPTK90. Intenzitet boje u ovom uzorku je značajno veći, što može da bude posledica 
fungalne transformacije monoaromata i fenolnih jedinjenja kojima je komina 
bogata, a od kojih nastaju pigmenti hromofore (140).   
Sadržaj amonijačnog azota (NH4+-N) kod svih inokulisanih uzoraka je 
povećan u odnosu na nPTK90, osim kod uzorka tretiranog sa  U. botrytis LPSC 813. 
Pošto se azot u komini grožđa nalazi vezan za proteine (141), povećanje sadržaja 
amonijačnog azota može da bude posledica mineralizacije organskog azota 
gljivama.  
Acidifikacija zemljišta na kom se komina odlaže dovodi do luženja minerala 
i opadanja dostupnosti nutrijenata, čime opada kvalitet zemljišta (142). U svim 
uzorcima PTK inokulisanim gljivama dolazi do blagog povećanja pH vrednosti. Kod 
uzorka inokulisanog sojem U. botrytis LPSC 813 ovaj efekat je posebno izražen, 
pošto je pH značajno povećan. Još uvek nije u potpunosti razjašnjeno kako dolazi 
do alkalinizacije kod gljiva, ali se smatra da metabolizam azota ima važnu ulogu 
(143). Međutim, u uzorku sa U. botrytis, gde je došlo do alkalinizacije, sadržaj NH4+-
N nije povećan, dok u ostalim uzorcima sadržaj NH4+-N je povećan ali je kod njih 




povećanje pH vrednosti manje. Ovo pokazuje da je kod soja U. botrytis LPSC 813 
mehanizam alkalinizacije nezavisan od metabolizma azota ili da je kombinacija 
više različitih procesa. Neki od njih mogu da uključuju korišćenje organskih 
kiselina kao izvora energije kao i povećanje dostupnosti Ca2+ koji je u komini 
imobilizovan pektinima (144).  
4.2.2. Instrumentalna analiza metanolnih ekstrakata PTK 
Rezultati elementalne 
mikroanalize (Tabela 4.8) pokazuju 
da nPTK0 i nPTK90 imaju sličan sastav 
što ukazuje da nema većih promena u 
kontrolnim uzorcima pre i nakon 
inkubacije. Najveći procenat svih 
elemenata je u uzorku inokulisanom 
sojem U. botryis LPSC 813, što može 
da bude posledica najvišeg fungalnog 
rasta. Sumpor je u svim uzorcima 
ispod granice detekcije (granica 
detekcije je između 0,031-6 mg). 
Tabela 4. 8. Elementalni sastav  
neinokulisane i inokulisane PTK nakon 90 
dana inkubacije 
Posebna pažnja je posvećena analizi monoaromatičnih jedinjenja u komini, 
zbog njihovog toksičnog efekta. Prisustvo monoaromatičnih jedinjenja u uzorcima 
je ispitivano sveobuhvatnom dvodimenzionalanom gasnom hromatografijom. 
Rezultati su prikazani na slikama 4.23 A-H i pokazuju da ova jedinjenja postoje i u 
početnom uzorku (nPTK0). U kontroli nakon inkubacije (nPTK90) identifikovane su 
dve monoaromatične strukture više u odnosu na nPTK0, pa se u ovom uzorku 
mogu pronaći galna i tereftalna kiselina, pored ostalih monoaromatičnih struktura. 
Ovo je verovatno posledica toplote i spontane oksidacije molekulskim kiseonikom i 
njegovim reaktivnim vrstama (145). U svim uzorcima PTK inokulisanih gljivama 
prisutna su i mnoga druga monoaromatična jedinjenja koja se ne detektuju u 
nPTK0 i nPTK90, a spisak svih pronađenih monoaromata u uzorcima je dat u tabeli 
4.9, kao i njihova relativna zastupljenost koja je određena kao procenat zapremine 
određene tačke u odnosu na zapreminu svih tačaka na hromatogramu.  
 
N C H S O* 
% 
nPTK0 1.9 39.4 5.0 nd 53.8 
nPTK90 1.9 39.2 4.9 nd 54.0 
LPSC 232 3.1 43.9 5.7 nd 47.3 
LPSC 285 2.5 37.4 4.6 nd 55.5 
LPSC 163 2.8 38.2 4.8 nd 54.2 
LPSC 735 3.4 43.6 5.4 nd 47.7 
FALH 18 2.5 36.5 4.7 nd 56.3 
LPSC 813 3.8 44.1 5.8 nd 46.3 
*sadržaj O je izračunat na osnovu ostalih rezultata 









Slika 4. 23. GCxGC-qMS  hromatogrami metanolnih ekstrakata: (A) Neinokulisana PTK na 
početku eksperimenta  (nPTK0), i nakon 90 dana inkubacije (B) Neinokulisana PTK 
(nPTK90), (C) PTK inokulisana sojem Pe. albobadia LPSC 285 (D) PTK inokulisana sojem Py. 
sanguineus LPSC 163 (E) PTK inokulisana sojem T. harzianum FALH 18 (F) PTK inokulisana 
sojem U. botrytis LPSC 813 (G) PTK inokulisana sojem C. rigida LPSC 232 nakon (H) PTK 
inokulisana sojem G. sepiarium LPSC 735. Brojevi na hromatogramima odgovaraju onima u 
tabeli 4.8. 




Tabela 4. 9. Relativni procenti zastupljenosti aromatičnih jedinjenja identifikovanih GCxqGC-MS analizom u inokulisanim i neinokulisanim 
uzorcima PTK, gde nd označava nije detektovano 
 Jedinjenje tR 2tR 
0 dana 90 dana 









23,20 1,02 nd nd nd 0,0071 nd nd nd nd 
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38,05 1,89 0,2307 0,2081 0,0087 0,0354 0,0111 0,0204 0,0632 nd 
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45,40 1,80 0,0364 0,0253 nd nd nd nd nd nd 
 




Kako bi se lakše uporedile razlike u sadržaju monoaromatičnih struktura u 
uzorcima, podaci o relativnoj zastupljenosti iz tabele 4.9 prikazani su i grafički na 
slici 4.23. Sa grafika se može videti da je količina svih monoaromatičnih struktura 
manja s u svim uzorcima komine koji su inokulisani gljivama. U svim uzorcima 
inokulisanim gljivama 2-fenil-2-hidroksi propanska kiselina i kofeinska kiselina 
nestaju u potpunosti, odnosno njihova koncentracije je bila ispod limita detekcije 
GC x GC-MS, dok su prisutne u kontrolnim uzorcima ( i početnom i nakon 90 dana). 
Takođe neka jedinjenja, kao što su benzoeva, dihidroksi-benzoeva, mandelinska i 
etil-galna kiselina, fenil-etanol, trimetil-benzen i 4-hidroksi-benzaldehid, prisutni 
su samo u uzorcima koji inokulisani gljivama, što ukazuje da verovatno nastaju 
transformacijom monoaromata koji su prisutni u kontrolnim uzorcima. 
Sa grafika se primećuje da soj U. botryis LPSC 813 degraduje sva 
monoaromatična jedinjenja osim 4-hidroksi-benzaldehida, pri čemu je i to 
jedinjenje prisutno u tragovima. Ovaj soj je mogao da iskoristi ova jedinjenja na 
dva moguća načina. Jedan način je da U. botrytis monoaromate koristi kao izvor 
energije i ugljenika (146). Povećan sadržaj obojenih supstanci u uzorku PTK 
inokulisanom ovom gljivom ukazuje da drugi način može da bude korišćenje 
monoaromata u produkciji pigmenata. Naime, U. botrytis produkuje melanin (147), 
pa verovatno dolazi do polimerizacije monoaromata uz pomoć ekstracelularnih 
oksidativnih enzima i imobilizacije u sopstvenom ćelijskom zidu.  






Slika 4. 24. Relativna zastupljenost različitih monoaromatičnih jedinjenja u uzorcima 
neinokulisane i inokulisane komine 
Osim GCxGC-qMS, metanolni ekstrakti su analizirani i FTIR 
spektroskopijom. Na slici 4.25 prikazani su spektri nPTK0 i nPTK90 i uzorka 
inokulisanog sojem U. botryis LPSC 813 gde se vidi da se inokulisan uzorak znatno 
razlikuje od kontrolnih. Apsorpcione trake na 1740 cm-1 i 1712 cm-1 potiču od 
valencionih vibracija kiselih karbonilnih grupa, a traka na 1690 cm-1 pripada 
karbonilnim grupama masnih kiselina. Brojne trake, koje potiču od deformacionih 
vibracija u ravni aromatičnih C-H i O-H veza fenola, su prisutne u opsegu od 1460-
1020 cm-1. Dodatna široka traka na 1563 cm-1  prisutna je samo u uzorku 
inokulisanom sa U. botryis LPSC 813 i potiče od amida I i amida II iz proteina gljive 




rastvornih u metanolu (110,148,149). Sadržaj slobodnih fenola i apsorbanca na 
395 nm, koja zavisi od prisustva aromatičnih grupa kao što su tirozin, triptofan, 
fenilalanin, bili su povećani u uzorku inokulisanom sojem U. botryis LPSC 813 u 
odnosu na kontrole. Razlog ovome, kao i prisustvu trake na 1563 cm-1, može da 
bude povećan sadržaj rastvornih proteina koji se javljaju usled povećanja 
mikrobnog rasta. Značajna smanjenja intenziteta traka na 1741 cm-1 i 1036 cm-1 u 
uzorku inokulisanom sojem LPSC 813,  koje potiču od karbonilne grupe i anti-
simetričnih valencionih vibracija C-O veze, mogu da budu posledica degradacije 
ovih jedinjenja ovim sojem.    
 
 
Slika 4. 25. FTIR spektri: (A) Neinokulisana PTK na početku eksperimenta  (nPTK0), (B) 
Neinokulisana PTK nakon 90 dana inkubacije (nPTK90), (C) PTK inokulisana sojem 
Ulocladium botrytis LPSC 813 nakon 90 dana inkubacije. 
 
 




4.2.3. Smanjenje fitotoksičnosti   
Kako bi se pokazalo da li dolazi do smanjenja fitotoksičnosti  PTK nakon 
tretmana gljivama, ispitivan je uticaj VRFs svih uzoraka na germinaciju semena 
zelene salate i paradajza. Iz tabele 4.1 vidi se da nPTK90 (10%) i uzorak inokulisan 
sojem G. sepiarium LPSC 735 (10-5%) inhibira germinaciju salate. U poređenju sa 
kontrolom, inokulacija svim ostalim gljivama dovodi do smanjenja fitotoksičnosti PTK 
na zelenu salatu u poređenju sa kontrolom. Do najvećeg smanjenja fitotoksičnosti 
dovodi inokulacija sojem U. botryis LPSC 813 pri koncentraciji 1,25 %, a potom i Pe. 
albobadia (2,5 %). Testovi sa paradajzom pokazuju slične rezultate. Sve gljive osim G. 
sepiarium LPSC 735 smanjuju fitotoksični efekat PTK.  




Tabela 4. 10. Germinacioni indeks (%) semena zelene salate i paradajza u prisustvu VRFs dobijene iz neinokulisanih i inokulisanih uzoraka PTK 
nakon 90 dana inkubacije 
 
VRFs 
 (%, p/v) 
nPTK90 





















 10 0,0 ± 0,0 c 11,9 ± 3,4 a 18,1 ± 3,3 a 2,8 ± 0,9 b 0,0 ± 0,0 c 2,2 ± 1,4 b 5,6 ± 1,6 b 
5 9,4 ± 0,7 d 16,4 ± 1,9 c 33,8 ± 3,7 b 18,0 ± 4,7 c 0,0 ± 0,0 e 27,0 ± 1,3 b 56,5 ± 2,3 a 
2,5 25,3 ± 3,5 bc 31,3 ± 0,7 b 62,3 ± 6,6 a 25,9 ± 2,4 bc 16,7 ± 1,4 c 36,1 ± 8,8 b 69,1 ± 2,7 a 








10 3,3 ± 0,9 ef 15,4 ± 2,3 ab 17,4 ± 4,9 a 10,3 ± 2,0 bc 0,9 ± 0,3 f 7,9 ± 1,8 cd 4,3 ± 0,2 de 
5 13,0 ± 2,1 b 20,6 ± 2,7 ab 32,5 ± 13,1 a 18,3 ± 0,5 ab 11,6 ± 1,1 b 25,2 ± 9,9 ab 33,3 ± 3,8 a 
2,5 34,3 ± 3,7 cd 44,3 ± 7,1 bc 54,1 ± 1,6 ab 46,8 ± 7,1 abc 26,3 ± 4,0 d 42,3 ± 6,5 bc 60,4 ± 5,3 a 
1,5 41,9 ± 1,2 cd 65,1 ± 7,0 bcd 76,3 ± 13,4 ab 69,2 ± 4,5 bc 36,8 ± 2,5 d 58,2 ± 7,0 bcd 90,1 ± 8,8 a 
1Prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost i standardne devijacije tri ponavljanja, između podataka obeleženih različitim slovom (a-f) postoji statistički značajna 
razlika (Tukey test, p < 0,05)




Pokazano je da na fitotoksičnost utiče sadržaj fenola (150), a njihovo 
prisustvo je bilo najveće u uzorku inokulisanom sa G. sepiarium, stoga nije 
iznenađujuće što pomenuti uzorak, za razliku od tretmana sa ostalim sojevima 
gljiva, nije smanjio fitotoksični efekat PTK. Međutim, fenoli nisu jedini zaslužni za 
fitotoksični efekat, pošto uzorak inokulisan sojem Py. sanguineus ima najmanji 
sadržaj fenola, ali ne povećava germinaciju semena.  
Transformacija monoaromata sojem U. botrytis, bez obzira na mehanizam 
kojim se ona odvija, sigurno je jedan od načina na koji soj U. botrytis LPSC 813 
smanjuje fitotoksičnost PTK. Ova gljiva, osim što dovodi do najvećeg smanjenja 
fitotoksičnosti, dovodi i do najvećeg gubitka mase PTK. U prethodnim radovima je 
pokazano da ovaj soj nema lignolitičku aktivnost ali poseduje celulozolitički 
enzimski kompleks i ekstracelulozne enzime sa peroksidaznom aktivnošću, što mu 
verovatno omogućava da kolonizuje brojne supstrate bogate aromatičnim 
jedinjenjima (95,104). Kod nekih drugih sojeva gljiva pokazano je da ova 
peroksidazna aktivnost omogućava smanjenje toksičnosti fenola, pa je moguće da 

























U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je degradacija aromatične 
frakcije dizel goriva D2 i komine grožđa pomoću mikroorganizama. Oba odabrana 
supstrata za degradaciju su bogata raznovrsnim aromatičnim strukturama koje 
predstavljaju opasnost po životnu sredinu i zdravlje ljudi. 
U prvoj seriji eksperimenata izolovane su i okarakterisane bakterije iz 
zemljišta kontaminiranog naftom, nakon čega su odabrani najbolji degraderi 
aromatične frakcije dizela i postavljen eksperiment biodegradacije. Biodegradacija 
aromatične frakcije je praćena gravimetrijski i upotrebom GCxGC-(HR)TOFMS.  
U drugoj seriji eksperimenta ispitivana je degradacija komine grožđa 
pomoću čistih kultura gljiva. Biodegradacija je praćena na osnovu fizičko-hemijskih 
parametara (pH, gravimetrija, sadržaj azota, redukujićih šećera, fenola, obojenih 
supstanci) i upotrebom FTIR i GCxGC-qMS. Kako bi se procenilo da li je došlo do 
smanjenja toksičnosti komine nakon biodegradacije, ispitivan je fitotoksični efekat 
na semena zelene salate i paradajza.  
Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti sledeće: 
 Sojevi CHP-ZH25 i CHP-NR31 najbolje rastu na podlozi sa aromatičnom 
frakcijom dizela D2 i rezistentni su na visoke koncentracije nikla (50 
mmol/L), na osnovu čega su odabrani za detaljno ispitivanje biodegradacije 
aromatične frakcije dizela; 
 Soj CHP-ZH25 je identifikovan kao Oerskovia sp CHP-ZH25 (JX430000) i 
najsličniji je tipskoj vrsti Oerskovia enterophila DSM strain 43852; 
 Soj CHP-NR31 je identifikovan kao Rhodococcus sp. CHP-NR31 (JX965395) i 
najsličniji je tipskoj vrsti Rhodococcus cerastii strain C5; 
 Rezulati testa respiracije pokazali da dolazi do povećanja potrošnje O2 i 
produkcije CO2 kod oba soja u prisustvu aromatične frakcije dizela, što 
potvrđuje da mogu da koriste ovaj supstrat kao izvor ugljenika. Potrošnja 
O2 nakon 7 dana je bila slična kod oba ispitivana bakterijska soja, ali je 
produkcija CO2 kod CHP-ZH25 bila nešto viša; 




 Soj Oerskovia sp. CHP-ZH25 je degradovao aromatičnu frakciju prosečnom 
brzinom od 14,4 mg/L/dan (od 0-10 dana), 10,5 mg/L/dan (10-20 dan) i 
4,0 mg/L/dan (20-30 dan). 
 Soj Rhodococcus sp. CHP-NR31 je degradovao aromatičnu frakciju 
prosečnom brzinom od 12,5 mg/L/dan (od 0-10 dana), 10,8 mg/L/dan (10-
20 dan) i 4,2 mg/L/dan (20-30 dan). 
 Jednačinom, koja je razvijena kako bi se poredila biodegradacija različitih 
klasa jedinjenja, uspešno su na dobijenim hromatogramima vizuelizovana 
samo degradovana jedinjenja umesto svih jedinjenja koja preostaju u 
uzorku nakon degradacije; 
 Kod soja Oerskovia sp. CHP-ZH25 redosled degradacije prema efikasnosti je 
sledeći: derivati dibenzotiofena (97,9 %) >derivati benzo[b]tiofena (72,7 
%)> derivati naftalena (68,8 %) > derivati acenaftena/bifenila (64,9 %)> 
derivati acenaftilena (57,4 %) > alkil naftaleni (55,2 %) > derivati fluorena 
(46,6 %) > alkil acenafteni/alkil bifenili (35,0 %) > alkil benzo[b]tiofeni 
(29,6 %) > alkil dibenzotiofeni (23,3 %) > derivati fenantrena/antracena 
(22,7 %) > alkil acenaftileni (19,0 %)> alkil fluoreni (5,4 %) > alkil 
fenantreni/antraceni (0,5 %); 
 Redosled degradacije prema efikasnosti kod soja Rhodococcus sp. CHP-
NR31 je sledeći: derivati naftalena (75,8 %) > derivati acenaftena/bifenila 
(70,7 %) > derivati acenaftilena (63,2 %) > derivati benzo[b]tiofena (61,8 
%)> alkil naftaleni (60,8 %) > derivati dibenzotiofena (53,1 %)> derivati 
fluorena (48,8 %) > alkil acenafteni/alkil bifenili (37,5 %) > alkil 
benzo[b]tiofeni  (34,5) %> alkil dibenzotiofeni (25,6 %) = derivati 
fenantrena/antracena (25,6 %) > alkil acenaftileni (22,2 %) > alkil 
fenantreni/antraceni (10, 7 %) > alkil fluoreni (6,1 %); 
 Na osnovu testova biodegradacije zaključuje se da sojevi Oerskovia sp. CHP-
ZH31 i Rhodococcus sp. CHP-NR31 mogu uspešno da se koriste u procesima 
bioremedijacije sredina zagađenih policikličnim aromatičnim 
ugljovodonicima; 




 Soj Oerskovia sp. CHP-ZH31 može da bude od posebne koristi za 
remedijaciju sredina zagađenih dibenzotiofenom, pošto je pokazano da 
može da skoro potpuno degraduje dibenzotiofen u laboratorijskim 
uslovima; 
 Svi ispitivani sojevi gljiva mogu da rastu na parom tretiranoj komini pri 
čemu dolazi do redukcije mase komine i porasta pH vrednosti, što može 
dovesti do poboljšanja kvaliteta zemljišta na kome se komina odlaže; 
 Sadržaj redukovanih šećera (TRSC) je smanjen kod uzoraka inokulisanih 
sojevima Pe. albobadia LPSC 285, C. rigida LPSC 232, U. botrytis LPSC 813 i T. 
harzianum FALH 18, a povećan kod G. sepiarium LPSC 735 i Py. sanguineus 
LPSC 163; 
 Sadržaj amonijačnog azota svih inokulisanih uzoraka je povećan u odnosu 
na nPTK90, osim kod uzorka tretiranog sa U. botrytis LPSC 813; 
 Sadržaj fenola je smanjen u svim uzorcima u poređenju sa kontrolom, osim 
u uzorku inokulisanom G. sepiarium. Najveće smanjenje u sadržaju fenola 
bilo je u uzorku sa Pe. albobadia LPSC 285; 
 Količina svih monoaromatičnih struktura je značajno smanjena u svim 
uzorcima komine koji su inokulisani gljivama, pri čemu do najvećeg 
smanjenja dolazi kod uzorka inokulisanog sojem U. botrytis LPSC 813; 
 Sve gljive osim G. sepiarium LPSC 735 smanjuju fitotoksični efekat PTK na 
semena zelene salate i paradajza, a do najvećeg smanjenja dolazi nakon 
inokulacije sojem U. botrytis LPSC 813; 
 Soj U. botrytis LPSC 813 u najvećoj meri transformiše PTK pošto dovodi do 
najvećeg gubitka mase komine, smanjenja sadržaja monoaromatičnih 
jedinjenja i alkalinizacije komine. Takođe, tretman pomenutim sojem 
dovodi do najvećeg smanjenja fitotoksičnosti na biljke, pa bi se na osnovu 
toga moglo zaključiti da kombinacija termalnog tretmana komine i 
inokulacije gljivom U. botrytis LPSC 813 može da doprinese bezbednoj 
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za učešće na konferencijama namenjene mladim istraživačima Federacije evropskih 
mikrobioloških udruženja (FEMS). Jedan je od članova istraživačke grupe dobitnika 






H3jasa o a}7TopcTBY 
MMe H npe3HMe ayropa: Map1-1ja Jhemee1-1n 
EpojHHAeKca:~613/2013 
HajasJ&yjeM 
Aa je AOKTOpCKa AHCepTaQHja 00)\ HaCJIOBOM: 
,,MHKp06Ha )\erpa)\aQHja CJIO)KeHHX apoMaTH'lHHX 3araljyjynHX cyncraHQH H aHaJIH3a 
npOH3BOAa 6HO)\erpa_z\aQHje ceeo6yxeaTHOM _z\BO)\HMeH3HOHaJIHOM raCHOM 
xpoMaTorpa<l>HjOM ca MaceHOM cneKTpoMeTpHjoM" 
• pe3yJIT3T COilCTBeHor HCTpa)KHBa'lKOr pa_z\a; 
• )\a _z\HCepTaQHja y QeJIHHH HH y )\eJIOBHMa HHje 61rna npe)\JIO)KeHa 3a CTHQaH>e 
,z\pyre _z\HilJIOMe npeMa CTYAHjCKHM nporpaMHMa ,l\pyrHX BHCOKOllIKOJICKHX 
ycTaHOBa; 
• )\3 cy pe3yJITaTH KOpeKTHO HaBe_z\eHH H 
• )\a HHCaM KpllIHO/Jia ayropcKa npaea H KOpHCTHO/Jia HHTeJieKTyaJIHY CBOjHHY 
,l\pyrHX JIHQa. 
IlOTDHC ayropa 
Y BeorpaAf, 12.11.2019. roAHHe Id~ 
I 
Ill 
ff3jaea O HCTOBeTHOCTH IDTaMnaue H eJieKTpOHCKe Bep3Hje 
AOKTOpCKOI' pa.za;a 
HMe H npe3HMe ayropa: MapHja JbeweeHh 
SpojHHAeKca:~613/2013 
CTYAHjCKH nporpaM: ~OKTOp 6HOXeMHjCKHX HayKa 
HaCJI0B paAa: ,,M1rnpo6Ha AerpaAaQHja CJIO:>KeHHX apoMaTH'IHHX 3arat:,yjyhHX 
cyncraHQH H attaJIH3a npoH3B0Aa 6HoAerp3AaQHje ceeo6yxeaTHOM 
ABOAHMeH3H0HaJIH0M raCH0M xpoMaTorpacpHjOM ca MaceH0M cneKTpoMeTpHjoM" 
MeHT0p: AP BJiaAHMHp n. 6emKOCKH, BaHpeAHH npocpecop 
J.fajaBJbyjeM Aa je WTaMnaHa eep3Hja Mor A0KT0pCK0r paAa HCT0BeTHa eJieKTpOHCK0j 
eep3HjH Kojy caM npeAaO/Jia paAH noxpatt,etta y ~HrHTanHoM pen03HTOpHjyMy 
Yeasep3HTeTa y 6eorpa~. 
~03B0JbaBaM )\a ce o6jaee MOjH JIH'IHH no)\aQH Be3aHH 3a A06Hjatt,e aKaAeMCKOr 
Ha3HBa A0KT0pa HayKa, Kao WTO cy HMe H npe3HMe, fO)\HHa H MeCTo pol')ett,a H AaTYM 
OA6paHe p3Aa. 
OBH JIH'IHH TI0AaQH Mory ce o6jaBHTH Ha Mpe:>KHHM CTpaHHQaMa AHfHTaJIHe 
6H6JIHOTeKe, y eJieKTp0HCKOM KaTaJiory H y ny6JIHKaQHjaMa YHHBep3HTeTa y 
EeorpaAY, 
IlOTDHC 3fT0pa 
Y 6eorp3AY, 12.11.2019. r0AHHe 
IV 
H3jaea o Kopuwlie11>y 
OaJiawnyjeM_ YHHBep3HTeTCKy 6H6JIHOTeKy ,,CeeTo3ap MapKOBHn" Aa y ,lt}ffHTaJIHH 
pen03HTOPHJYM YHHBep3HTeTa y 6eorpa~ yHece Mojy AOKTOpCKy AHCepTaQHjy DOA 
ttaCJIOBOM: 
,,MHKp06Ha ,uerpa,zumHja CJI0)l(eHHX apoMaTH'IHHX 3araljyjylrnx cyncTaHUH H aHaJIH3a 
np0H3B0,Ua 6Ho,uerpa.aauHje cseo6yxsaTHOM ,UB0,UHMeH3H0HaJIH0M racH0M 
xpoMaTorpaqmjoM ca MaceHoM cneK1poMeTJ)HjoM" 
KOja je Maje aYTOPCKO AeJIO. 
,[\HcepTaQHjy ca CBHM DpHJI03HMa DpeAaO/Jia CaM y eJieKTpOHCKOM q>opMaTy 
DOrOAHOM 3a TpajHO apXHBHpal-be. 
Mojy AOKTOpCKy AHCepTaQHjy DOXpatbeHy y ,l\HrHTaJIHOM peD03HTOpHjYMY 
YHHBep3HTeTa y Eeorpa~ H AOCTYDHY y OTBOpeHOM DpHCTYDY Mory Aa KOpHCTe CBH 
KOjH DOWTyjy OApeA6e CaAp:>KaHe y OAa6paHOM THDY JIHQeHQe KpeaTHBHe 3ajeAHHQe 
(Creative Commons) 3a Kojy caM ce OAJIY'{HO/Jia. 
1. AYTOPCTBO (CC BY) 
2. AYTopcreo - HeKoMepQHjaJIHO (CC BY-NC) 
3. AyropCTBO - HeKOMepnujaJIHO - 6e3 npepa4a (CC BY-NC-ND) 
4. AYTOPCTBO - tteKoMepQHjaJIHO -AeJIHTH DOA HCTHM yCJioBHMa (CC BY-NC-SA) 
5. AYTOPCTBO - 6e3 DpepaAa (CC BY-ND) 
6. AYTopcreo - AeJIHTH noA HCTHM ycJioBHMa (CC BY-SA) 
(MOJIHMO Aa 3aOKpy:>KHTe caMO jeAHY OA wecT noHy]jeHHX JIHI.\eHQH. 
KpaTaK ODHC JIHQeHQH je cacTaBHH AeO oee H3jase). 
IlOTDHC ayropa 




1. Ауторство. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање 
дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 
или даваоца лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих 
лиценци. 
2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 
јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен 
од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну 
употребу дела. 
3. Ауторство – некомерцијално – без прерада. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или 
употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране 
аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу 
дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се ограничава највећи 
обим права коришћења дела.  
 4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате 
умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе 
име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се 
прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца не 
дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 
5. Ауторство – без прерада. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, 
ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца 
лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 
6. Ауторство – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на 
начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 
дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 
комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 
односно лиценцама отвореног кода. 
 
 
 
 
